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RESUMO

O Transtorno de Déficit de Atencdo e Hiperatividade (TDAH) é um dos transtornos
psiquiatricos mais comuns da infancia e adolescéncia. E uma doenga complexa, com
herdabilidade estimada de 76%. Ha fortes evidéncias implicando o sistema noradrenérgico
na origem do TDAH. Considerando que o a2A é o receptor adrenérgico mais prevalente
do cortex pré-frontal, regido implicada no transtorno, o gene que codifica este receptor
(ADRAZ2A) parece ser bastante interessante para estudos moleculares. Trabalhos anteriores
do nosso grupo investigaram o polimorfismo Mspl (rs1800544) deste gene e verificaram
associacdo do genotipo GG principalmente com os sintomas de desatencdo. Além disso, o
grupo verificou um efeito do alelo G na melhora dos sintomas de desatencdo apds
tratamento com metilfenidato (MPH). O objetivo do presente trabalho foi compreender
melhor a influéncia do gene ADRA2A na etiologia do TDAH em nossa populacdo,
analisando além do Mspl os polimorfismos Hhal (rs1800545) e Dral (rs553668), em um
estudo de associagdo e de farmacogeneética. A amostra total € composta por 478 criangas e
adolescentes com TDAH e seus pais biolégicos, provenientes tanto do Programa do Déficit
de Atencdo e Hiperatividade (ProDAH), vinculado ao Hospital de Clinicas de Porto Alegre
(HCPA), como de escolas publicas de Porto Alegre, e por 100 controles, também obtidos
das escolas. Os SNPs foram genotipados por PCR-RFLP (Mspl) e PCR TagMan (Hhal e
Dral). As analises de associacdo foram feitas através de trés abordagens: caso-controle
populacional (Regressdo Logistica Condicional), método baseado em familias (software
FBAT aplicado para cada locus individualmente e em haplotipos) e analises dimensionais
(ANCOVA). Foi calculado o desequilibrio de ligacdo (DL) entre os SNPs e estimativas de
haplotipos (programa MLocus). As analises de farmacogenética foram realizadas através
do mixed-effect model (MEM). As freqliéncias genotipicas estdo em equilibrio de Hardy-
Weinberg, concordando com o descrito na literatura para 0 mesmo grupo étnico, assim
como as freqliéncias génicas. Uma associacdo do SNP Mspl com sintomas de desatencgédo
foi detectada através da andlise dimensional, em que a presenca do alelo G contribuiu para
0 aumento nos escores desses sintomas (p=0,027). As analises mostraram também uma
tendéncia de associacdo com o polimorfismo Dral em alguns grupos de pacientes,
definidos por diferentes caracteristicas clinicas, através do FBAT (individualmente e em

haplotipos) e das analises dimensionais (0,049<p<0,098), em que o alelo T estaria



contribuindo para a etiologia da doenga. Ainda, o estudo de farmacogenética detectou um
efeito do alelo A gerado pelo SNP Hhal na melhora dos sintomas de desatencdo apds o
tratamento com MPH, especificamente na amostra comunitaria (p=0,036). E possivel
sugerir, entdo, que o gene ADRAZ2A atue efetivamente na etiologia do TDAH na nossa
populacdo, principalmente através de um efeito modificador do polimorfismo Mspl sobre
sintomas de desatencéo. O provavel efeito do SNP Dral em diferentes grupos de sintomas
deve ser investigado em maior detalhe. Porém, se verdadeiro, possivelmente seja um efeito
na suscetibilidade ao TDAH de modo geral, atuando principalmente de forma
independente do Mspl apesar do elevado DL. Acreditamos que o resultado positivo obtido
para o Hhal também se deva ao alto DL com o Mspl, refletindo o efeito deste na resposta
ao tratamento com MPH, observado previamente na mesma amostra. Andlises adicionais
como, por exemplo, estudos funcionais e interagdes gene-gene serdo essenciais para
aprimorar ainda mais a compreensédo acerca da influéncia do gene ADRA2A na etiologia do

TDAH, em geral e na nossa populagéo.

Palavras-Chave: TDAH, ADRA2A, associacdo, polimorfismos, farmacogenética,

metilfenidato.



ABSTRACT

Attention-Deficit/Hyperactivity Disorder (ADHD) is one of the most common
psychiatric disorders of childhood and adolescence. It is considered a complex disease,
with an estimated heritability of 76%. There are strong evidences implicating the
noradrenergic system in the origin of ADHD. Considering that a2A is the most prevalent
noradrenergic receptor in prefrontal cortex, region involved in the disease, the gene that
codifies this receptor (ADRA2A) seems to be interesting for genetic studies. Previous
studies from our group investigated the Mspl (rs1800544) polymorphism in this gene and
found association of GG genotype mainly with inattentive symptoms. Moreover, the group
detected an effect of G allele on the improvement of inattentive symptoms under treatment
with methylphenidate (MPH). The aim of the present work was to achieve a better
understanding on ADRA2A influence in the etiology of ADHD in our population, analyzing
besides Mspl both Hhal (rs1800545) and Dral (rs553668) polymorphisms, in a study of
association and pharmacogenetics. The total sample consists of 478 children and
adolescents with ADHD and their biological parents, obtained from Attention-
Deficit/Hyperactivity Disorder Outpatient Program (ProDAH) of Hospital de Clinicas de
Porto Alegre (HCPA) and from public schools of Porto Alegre, and 100 controls, also
obtained in schools. The SNPs were genotyped by PCR-RFLP (Mspl) and PCR-TagMan
(Hhal e Dral). Association analyses were performed using three approaches: populational
case-control (Conditional Logistic Regression), family-based method (FBAT software
applied to individual locus and haplotypes) and dimensional analyses (ANCOVA).
Linkage disequilibrium (LD) among SNPs and haplotypes estimates were calculated
(MLocus program). Pharmacogenetic analyses were performed through mixed-effect model
(MEM). Genotype frequencies were in Hardy-Weinberg equilibrium, agreeing with those
described in the literature for the same ethnic group, as well as allele frequencies. An
association between Mspl SNP and inattentive symptoms was detected by dimensional
analyses, the presence of G allele contributing to the increase of scores in these symptom
dimension (p=0.027). Analyses also showed a trend for association with Dral
polymorphism in some groups of patients, defined by different clinical characteristics,
through FBAT (individually  and in haplotypes) and dimensional
analyses (0.049<p<0.098), in which T allele would be contributing to ADHD etiology. The

pharmacogenetic study detected an effect of Hhal A allele on the improvement of



inattentive symptoms under treatment with MPH, specifically in community sample
(p=0.036). Then, it is possible to suggest that ADRA2A gene effectively influences ADHD
etiology in our population, mainly through a modifier effect caused by Mspl on inattentive
symptoms. The possible effect of Dral in different groups of symptoms should be further
investigated. However, if true, it will probably be a susceptibility effect on ADHD in
general, acting in most part independently of Mspl despite the high LD. We believe the
positive result obtained for Hhal can also be explained by the high LD with Mspl,
reflecting the effect of this SNP on the response to MPH treatment, previously observed in
the same sample. Additional analyzes such as functional studies and gene-gene interactions
will be essential to further increase the comprehension about ADRA2A involvement in

ADHD etiology, in general and in our population.

Keywords: ADHD, ADRA2A gene, association, polymorphisms, methylphenidate,

pharmacogenetic.
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1.1 CARACTERIZACAO CLINICA E EPIDEMIOLOGICA DO TRANSTORNO DE
DEFICIT DE ATENCAO E HIPERATIVIDADE (TDAH)

O Transtorno de Déficit de Atencdo e Hiperatividade (TDAH) é um dos transtornos
psiquiatricos mais comuns da infancia e adolescéncia, com prevaléncia mundial estimada
em torno de 5% das criancas em idade escolar (Polanczyk et al., 2007a). A propor¢éo de
meninos e meninas afetados varia de 3:1 a 9:1 em amostras clinicas, diminuindo-se a
diferenca em amostras comunitérias (Faraone et al., 2006). A principal caracteristica do
TDAH é um padrdo persistente de desatencdo e/ou hiperatividade/impulsividade, que é
mais frequente e severo do que é normalmente esperado em individuos com um nivel de
desenvolvimento comparavel (Wallis et al., 2008). De acordo com o Manual de
Diagnostico e Estatistica de Transtornos Mentais — 42 edicdo (DSM-1V), da Associacdo
Norte-Americana de Psiquiatria (APA, 1994), os sintomas sdo divididos em dois grupos,
desatencdo e hiperatividade/impulsividade (ver Tabela 1); e de acordo com a presenca de,
no minimo, seis sintomas em um ou nos dois grupos, trés tipos clinicos séo reconhecidos
conforme a prevaléncia  desses sintomas: predominantemente  desatento,
predominantemente hiperativo/impulsivo e combinado.

Os padrdes de sintomas colocam as criangas em risco de insucesso escolar e
perturbacdes nas relagdes com a familia, professores e colegas (Stergiakouli & Thapar,
2010). Cerca de dois tercos das criancas com TDAH tém um diagndstico de outro
transtorno psiquiatrico. As comorbidades mais prevalentes sdo transtorno de oposicéo
desafio (TOD) e transtorno de conduta (TC), cuja ocorréncia varia entre 20 e 40% e
aumenta o risco de piores prognésticos nos pacientes com TDAH. Transtornos de
ansiedade e transtornos de humor também séo bastante comuns nas criancgas e adolescentes
afetados por essa doenca (Smith et al., 2009; Stergiakouli & Thapar, 2010).
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Tabela 1: Critérios diagnosticos do DSM-1V para o Transtorno de Déficit de Atencéo e
Hiperatividade (APA, 1994).

Critérios diagndsticos do DSM-IV para transtorno de déficit de atengao/hiperatividade (APA, 1994)

A.Ou (1) ou (2)
(1) Seis ou mais dos seguintes sintomas de desatencao persistiram pelo periodo minimo de 6 meses, em grau mal
adaptativo e inconsistente com o nivel de desenvolvimento:
Desatencao:
(a) Frequentemente nao presta atencao a detalhes ou comete erros por omissao em atividades escolares, de
trabalho ou outros
(b) Frequentemente tem dificuldades de manter a atencao em tarefas ou atividades ltdicas
(c) Frequentemente parece nao ouvir quando lhe dirigem a palavra
(d) Frequentemente ndo segue instrugées e nao termina seus deveres escolares, tarefas domésticas ou deveres
profissionais (ndo é devido a comportamento opositor ou incapacidade de entender as instrugoes).
(e) Frequentemente tem dificuldades para organizar tarefas e atividades
(f) Frequentemente evita, reluta, detesta se envolver em tarefas que exijam esforgco mental continuo (como tarefas
escolares ou deveres de casa)
(9) Frequentemente perde coisas necessarias para tarefas ou atividades (p. ex., brinquedos, tarefas escolares, lapis,
livros ou outros materiais)
(h) Frequentemente é distraido por estimulos ambientais alheios a tarefa
(i) Frequentemente é esquecido em atividades diarias
(2) Seis ou mais dos seguintes sintomas de hiperatividade persistiram pelo periodo minimo de 6 meses, em grau mal
adaptativo e inconsistente com o nivel de desenvolvimento:
Hiperatividade:
(a) Frequentemente agita as maos ou os pés ou se remexe na cadeira
(b) Frequentemente abandona sua cadeira em sala de aula ou em situagdes nas quais se espera que permanega
sentado
(c) Frequentemente corre ou escala em demasia em situagdes improprias (em adolescentes ou adultos pode ser
apenas sensacdes subjetivas de inquietude)
(d) Frequentemente tem dificuldades de brincar ou se envolver silenciosamente em atividades de lazer
(e) Frequentemente esta "a mil" ou muitas vezes age como se estivesse "a todo vapor"
(f) Frequentemente fala em demasia
Impulsividade
(g) Frequentemente da respostas precipitadas antes das perguntas terem sido completamente formuladas
(h) Frequentemente tem dificuldades de esperar a sua vez
(i) Frequentemente interrompe ou se intromete em assuntos alheios (p.ex., em conversas ou brincadeiras)
B. Alguns sintomas de hiperatividade/impulsividade ou desatencao causadores de comprometimento estavam presentes antes
dos sete anos de idade.
C. Algum comprometimento causado pelos sintomas esta presente em dois ou mais contextos (p.ex., ha escola e em casa).
D. Deve haver claras evidéncias de comprometimento clinicamente importante no funcionamento social, académico ou
oposicional.
E. Os sintomas nao ocorrem exclusivamente durante o curso de um transtorno global do desenvolvimento, es quizofrenia ou
outro transtorno psicético, nem sao melhor explicados por outro transtorno mental (p.ex., transtorno do humor, transtorno de
ansiedade, transtorno dissociativo ou transtomo de personalidade).

Codificar com base no tipo:
314.00 Transtorno de déficit de atencao/hiperatividade, tipo combinado: se tanto o critério A1 quanto o critério A2 sao
satisfeitos durante os Ultimos seis meses.
314.01 Transtorno de déficit de atencao/hiperatividade, tipo predominantemente desatento: se o critério A1é
satisfeito, mas o Critério A2 ndo é satisfeito durante os ultimos seis meses
314.02 Transtorno de déficit de atencao/hiperatividade, tipo predominantemente hiperativo/impulsivo: se o critério
A2 é satisfeito, mas o critério A1 nédo é satisfeito durante os Ultimos seis meses.
Nota para codificagado: Para individuos (em especial adolescentes e adultos) que atualmente apresentam sintomas que
nao mais satisfazem todos os critérios, especificar "em remissao parcial”.
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O TDAH foi por muito tempo considerado um transtorno tipicamente infantil; no
entanto, Biederman (2007) afirma que até 65% das criancas com TDAH continuam
apresentando problemas de comportamento e sintomas do transtorno em sua vida adulta. A
prevaléncia estimada do transtorno em adultos é em torno de 2,5% (Simon et al., 2009).
Segundo Stergiakouli & Thapar (2010), os niveis de hiperatividade e impulsividade
tendem a diminuir, enquanto que a desatencdo é mais persistente. As comorbidades mais
frequentes sdo os transtornos de humor e de ansiedade, podendo ocorrer também abuso de
substancias (Rohde et al., 1999; Grevet et al., 2006; Newcorn, 2008). Além disso, a
presenca do TDAH em adultos esta associada com altas taxas de acidentes de transito, alta
frequéncia de troca de empregos e maiores taxas de separagdes e divorcio (Kieling &
Rohde, 2011), o que aumenta o impacto negativo da doenca ndo s6 para o individuo e sua

familia, mas também para a sociedade.

1.2 NEUROBIOLOGIA E ETIOLOGIA

Ja ¢é aceito amplamente na literatura que os sintomas do TDAH se originam em
alteracbes no funcionamento cerebral; porém, 0s mecanismos exatos envolvidos na
neurobiologia desse transtorno ainda ndo sdo completamente conhecidos (Spencer et al.,
2007; Genro et al., 2012). Estudos de neuroimagem sugerem que o TDAH seja uma
doenca fronto-estriato-cerebelar, uma vez que essas regides parecem ter volume e atividade
diminuidos em pacientes com essa patologia (Castellanos et al., 2002; Curatolo et al.,
2009; Arnsten & Pliszka, 2011). Diversos estudos neuropsicologicos tém mostrado que
criancas com TDAH apresentam desempenho prejudicado em funcdes cognitivas e
executivas como atencao, percepc¢do, planejamento, organizacdo e memoria de trabalho,
aléem de falhas na inibicdo comportamental, processos claramente relacionados ao lobo
frontal e areas subcorticais (Arnsten & Li, 2005; Makris et al., 2009; Tripp & Wickens,
2009). E possivel também que 0s prejuizos neuropsicolégicos do TDAH estejam
relacionados com as falhas na sinalizacdo de recompensas tardias, sendo estas secundarias
aos déficits nos processos motivacionais (Sonuga-Barke, 2005).

As principais teorias bioquimicas propostas para explicar o TDAH foram baseadas

nas catecolaminas, visto que as regifes implicadas na sua patofisiologia sdo primariamente
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inervadas por esses neurotransmissores (Arnsten & Li, 2005; Curatolo et al., 2009).
Evidéncias de estudos farmacoldgicos também corroboram o envolvimento dos mesmos.
Entre os farmacos comumente utilizados no tratamento do TDAH estd o metilfenidato
(MPH), que é o mais prescrito na pratica clinica. Embora seu mecanismo de a¢do ndo seja
totalmente compreendido, ele parece ser um agonista indireto das rotas catecolaminérgicas
centrais, facilitando a acdo da dopamina e da noradrenalina enddgenas através do bloqueio
de sua recaptacdo no neurénio pré-sinaptico (Biederman & Spencer, 1999; Masellis et al.,
2002; Madras et al., 2005). Esta diminuicdo da recaptacdo catecolaminérgica ocorre
principalmente devido a alta afinidade do MPH pelo transportador de dopamina. No
entanto, em areas em que a concentracdo do transportador de noradrenalina é maior, 0
MPH bloqueia este transportador, também influenciando a captacdo de ambas,
noradrenalina e dopamina (Moron et al., 2002; Arnsten & Li, 2005; Berridge et al., 2006).
O efeito do MPH nas vias das catecolaminas resulta na melhora de funcdo do cortex preé-
frontal (CPF), sendo esta melhora sugerida por alguns estudos como a agdo mais
importante do MPH (Berridge et al., 2006).

A etiologia das particularidades neurobioldégicas do TDAH também ndo esta
totalmente esclarecida. Estudos demonstram que é uma doenca complexa, um transtorno
multifatorial causado pela influéncia de muitos tipos diferentes de fatores de risco, cada um
tendo um pequeno efeito no aumento da vulnerabilidade para o transtorno através de seus
efeitos aditivos e interativos (Biederman & Faraone, 2005; Neale et al., 2008; Genro et al.,
2010). Segundo esses mesmos autores, essa visao multifatorial do TDAH é coerente com a
heterogeneidade registrada em sua patofisiologia e expressao clinica.

Linnet et al. (2003) and Banerjee et al. (2007) sugerem que diversos fatores
ambientais podem estar relacionados ao TDAH, incluindo baixo peso ao nascer,
prematuridade, consumo materno de alcool pré-natal, estresse materno, dieta materna
pobre, algumas toxinas presentes durante o periodo pré-natal ou neonatal, e diferentes
adversidades psicossociais. O tabagismo materno durante a gestacdo, entretanto, € um dos
fatores com maior namero de evidéncias sugerindo associacdo, em que 0 consumo de
tabaco pela mae aumentaria em média duas vezes a chance da crianca ter TDAH (Banerjee
et al., 2007). Apesar do nimero consideravel de achados positivos, a relacdo exata desse
fator com o TDAH ainda suscita discussdes: o tabagismo poderia estar influenciando na

predisposicdo ao transtorno como um fator ambiental, ou pelo fato de que mées que fumam
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teriam um componente genético comum as etiologias do TDAH e do abuso ou
dependéncia de drogas. O estudo de Thapar et al. (2009) conduzido com criangas
concebidas através de técnicas de fertilizacdo in vitro, avaliou o risco de desenvolvimento
de TDAH associado com o uso de nicotina durante a gestacdo. A hip6tese dos autores foi
de que, se o tabagismo materno na gravidez fosse um fator de risco verdadeiro para o
TDAH, a associacdo seria observada independentemente de mdes e filhos serem
geneticamente relacionados. Os dados obtidos corroboraram esta hipétese, indicando uma
associagéo entre o tabagismo na gravidez e o baixo peso ao nascer, independentemente de
mée e filho serem aparentados. No entanto, para os sintomas de TDAH, a magnitude da
associacdo foi significativamente maior quando havia essa relagcdo bioldgica entre mée e
filho do que quando ndo havia, sugerindo que efeitos genéticos também atuam na
associagdo entre o tabagismo materno e o risco de desenvolvimento do TDAH.

A herdabilidade estimada de 76%, a partir de diferentes estudos de gémeos, sugere
um forte componente genético no TDAH (Faraone et al., 2005). Estudos de genetica
molecular na tentativa de identificar genes especificos envolvidos no aparecimento do
TDAMH estdo sendo publicados em um ritmo acelerado (Gizer et al., 2009; Banaschewski et
al., 2010; Stergiakouli & Thapar, 2010). Estas investigacGes sugerem que a arquitetura
genética do TDAH é complexa, €, mesmo com um grande nimero de estudos nesta area,
ainda h& muitas questdes a serem esclarecidas. As investigacdes realizadas até 0 momento
sobre a genética do TDAH, incluindo as varreduras gendmicas, mostraram resultados
divergentes e, portanto, estdo longe de serem conclusivos (Franke et al., 2009; Neale et al.,
2010b; Genro et al., 2012). Em contraste, muitos estudos com genes candidatos tém
produzido evidéncias implicando diferentes genes na etiologia do transtorno (Faraone et
al., 2005; Stergiakouli & Thapar, 2010).

Os efeitos da noradrenalina e dopamina sdo mediados através de interagdes com
diversos tipos de receptores que demonstram diferentes afinidades para essas
catecolaminas, e costumam ser finalizados através da recaptacdo feita por transportadores
ou pela metabolizacdo via enzimas especificas (Arnsten & Pliszka, 2011). Portanto, genes
de diferentes sistemas de neurotransmissores que codificam transportadores, receptores ou
enzimas sdo muito investigados no TDAH, como por exemplo, o DAT1 (gene do
transportador de dopamina), o0 DRD2 (gene do receptor D2 de dopamina), o0 DRD4 (gene
do receptor D4 de dopamina), DRD5 (gene do receptor D5 de dopamina), o DBH (gene
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que codifica a enzima dopamina-beta-hidroxilase), genes dos receptores adrenérgicos oza
(ADRA2A) e azc (ADRA2C), a COMT (gene que codifica a enzima catecol-O-
metiltransferase), entre outros (Gizer et al., 2009; Neale et al., 2010b; Genro et al., 2012).

1.3 O GENE ADRA2A E O TDAH

Entre os genes sugeridos pelos estudos moleculares estdo aqueles que codificam
componentes do sistema dopaminérgico, noradrenérgico e serotoninérgico. Embora genes
dopaminérgicos sejam os mais estudados (Biederman & Faraone, 2005; Faraone & Mick,
2010; Stergiakouli & Thapar, 2010), este trabalho enfocou o sistema noradrenérgico. De
acordo com Arnsten & Pliszka (2011), a noradrenalina atua principalmente em receptores
do tipo al-, a2- e B-, tendo alta afinidade pelos receptores .2 e baixa afinidade pelos tipos
ol e B (Arnsten, 2000). Segundo Belfer et al. (2005), os receptores adrenérgicos a2 sdo
amplamente distribuidos no sistema nervoso central e periférico. Eles sdo receptores de
superficie celulares acoplados a proteina-G para as catecolaminas endogenas, adrenalina e
noradrenalina, mediando parte dos diversos efeitos bioldgicos desses neurotransmissores.

Os receptores a2 sdo subdivididos em opa, oo € opc. EStes subtipos estdo
localizados pré-sinapticamente nos neurénios noradrenérgicos, em dendritos ou terminais
de axdnio, e pds-sinapticamente nos neurdnios que recebem sinapses noradrenérgicas
(Arnsten & Pliszka, 2011). Entre os receptores a2, 0s do subtipo opa S80 0S mais
prevalentes no CPF, uma das areas cerebrais supostamente envolvidas no TDAH, e
parecem ser essenciais para o funcionamento adequado desta regido (Wang, M. et al.,
2007; Sanchez-Mora et al., 2012). Nos estudos de Andrews & Lavin (2006) and Sanchez-
Mora et al. (2012), os autores afirmam que o MPH potencializa a atividade noradrenérgica
através de um aumento da ativacdo de receptores adrenérgicos do tipo apa, entre outros
efeitos, corroborando a ideia de que a noradrenalina atua principalmente através desta
classe de receptores (Arnsten, 2000). Belfer et al. (2005) especulam que algumas das
variacOes interindividuais nas respostas sdo explicadas por variacBes genéticas nos
receptores o2, que acarretam mudangas na quantidade ou na estrutura dos receptores.
Todas estas evidéncias indicam o gene que codifica o receptor adrenérgico aza (ADRA2A)

como um bom candidato para estudos moleculares com o TDAH.
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O ADRAZ2A é um gene sem introns, com aproximadamente 5kb e localizado na
regido cromossdmica 10025.2 (Lario et al., 1997). Vérios polimorfismos j& foram descritos
neste gene; no entanto, trés deles s&o os mais estudados na literatura (Figura 1). O principal
é um polimorfismo de nucleotideo Gnico (SNP) localizado na regido promotora, -1291C>G
(rs1800544), identificado por Lario et al. (1997) e conhecido como Mspl, ja que cria um
sitio de restricdo para a enzima Mspl. Os dois outros polimorfismos presentes no gene
também estudados no TDAH sdo: 0 SNP -262 G>A (rs1800545), conhecido como Hhal e
localizado na regido 5’ nao traduzida (5’UTR) (Park et al., 2005), e o polimorfismo 1780
C>T (rs553668), conhecido como Dral e localizado na regidao 3’UTR (Hoehe et al., 1988).
Esses polimorfismos também receberam essa denominacdo por criarem sitios de restricdo

as enzimas Hhal e Dral, respectivamente.

Mspl Hhal Dral

| ! —
5 3
C/G G/A CIT

Figura 1: Representacdo esquematica da estrutura do gene ADRA2A e o0s trés
polimorfismos estudados (modificado de Park et al., 2005). A porcdo que codifica a
proteina é mostrada como um retangulo preto, na parte central da figura. A linha espessa
mostra as regides 5’ ¢ 3’UTR, onde estdo localizados os polimorfismos Hhal e Dral,
respectivamente. A linha fina mostra na extremidade 5’ a regido promotora do gene onde
esté localizado o polimorfismo Mspl, ¢ na extremidade 3’ a sua regido terminal. As trocas
de base que geram cada SNP também estdo indicadas.

1.3.1 Estudos de associagdo

O primeiro estudo de associacdo do gene ADRA2A com o TDAH foi realizado por
(Xu et al., 2001). Em uma amostra de pacientes e seus pais biolégicos e utilizando o Teste
de Desequilibrio de Transmissdo (TDT), um método de estudo baseado em familias, 0s
autores verificaram que nenhum dos alelos do Mspl foi preferencialmente transmitido dos
pais ao filho afetado, ndo detectando, portanto, associacdo com o TDAH. O trabalho de
Deupree et al. (2006) também ndo detectou associacdo para esse polimorfismo, usando

dois diferentes métodos baseados em familas (FBAT e Gene Hunter2 TDT). Resultados
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negativos foram ainda observados em dois outros estudos, ambos utilizando a analise do
TDT (Wang, B. et al., 2006; Cho et al., 2008).

Alguns estudos, no entanto, obtiveram resultados positivos para 0 SNP Mspl. No
trabalho de Park et al. (2005), através do TDT, foi observado que a transmissdo do alelo G
estava proxima a significancia no grupo que incluia pacientes dos subtipos combinado e
predominantemente desatento de TDAH. J& através de uma avaliacdo dimensional pela
analise Quantitativa do Teste de Desequilibrio de Transmissdo (QTDT), tanto os escores
dos sintomas de desatencdo e como de hiperatividade/impulsividade mostraram associa¢ao
com esse alelo. No trabalho de Stevenson et al. (2005), através de um método de baseado
em familias utilizando o programa Transmit, houve transmissao significativa do alelo G,
mas apenas na subamostra de pacientes que apresentavam comorbidade com Transtorno de
Leitura. Esses resultados controversos impedem que se possa confirmar a influéncia do
gene ADRAZ2A, e particularmente do SNP Mspl, na etiologia do TDAH em diferentes
populacdes.

A possibilidade de associacdo desse polimorfismo com o TDAH ja foi investigada
na nossa populacdo. Roman et al. (2003), em uma amostra de 92 pacientes e seus pais
biologicos, através do método baseado em familia Haplotype Relative Risk (HRR), ndo
detectaram nenhum dos alelos do Mspl sendo preferencialmente transmitido. Mas, por
meio de analises dimensionais, detectaram associacdo do gendtipo GG com aumento no
niamero de sintomas na dimensdo de desatencdo e combinada (desatencdo +
hiperatividade/impulsividade). Em investigacdo posterior, estes mesmos autores, com uma
amostra nova de 128 pacientes, confirmaram a associa¢do do gendtipo GG com um maior
escore de sintomas de desatencdo, estes obtidos através de uma escala de sintomas
amplamente utilizada, a Swanson, Nolan and Pelham Scale - version IV (SNAP-1V;
Roman et al., 2006). Em outro estudo do grupo, Schmitz et al. (2006) investigaram uma
amostra composta por 100 criancas e adolescentes afetados por TDAH do subtipo
desatento, seus respectivos pais bioldgicos e 100 controles. Embora nenhuma associacao
tenha sido detectada através do HRR, a comparacdo caso-controle mostrou que a
homozigose para o alelo G aumentou em 3,78 0 risco para este subtipo da doenca. Esses
resultados estdo de acordo com os trabalhos de Park et al. (2005) and Stevenson et al.
(2005), e sugerem que, em nossa populacdo, o gene ADRAZ2A, e especificamente o

polimorfismo Mspl, esté relacionado ao TDAH, particularmente a dimensao de desatencéo.
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Estudos para o SNP Dral também sdo controversos, existindo na literatura tanto
resultados positivos como negativos. No trabalho de Park et al. (2005), atraves do TDT, foi
observada uma transmissdo preferencial do alelo T no grupo que incluia pacientes apenas
do subtipo clinico combinado de TDAH e no grupo com os subtipos combinado e
predominantemente desatento. A andlise de QTDT mostrou associacdo do mesmo alelo
tanto com sintomas de desatencdo como de hiperatividade/impulsividade. O estudo de
Wang, B. et al. (2006) ndo encontrou associa¢do do Dral com o TDAH através do TDT. Ja
o trabalho de Deupree et al. (2006), detectou um efeito do alelo C em trés diferentes
fendtipos do TDAH (desatencdo, hiperatividade e total) quando analisado pelo FBAT; no
entanto, quando analisado pelo Gene Hunter2 TDT o resultado significativo ndo se repetiu.
Em 2008, Cho et al. (2008), através da analise do TDT, encontraram transmissao
preferencial do alelo C. E interessante ressaltar que os resultados positivos desses dois
ultimos trabalhos se referem ao alelo C, contrastando com o estudo de Park et al. (2005), o
que pode estar relacionado a diferencas nas frequéncias alélicas e genotipicas em diferentes
populacdes Wang, B. et al. (2006) e Cho et al. (2008).

Para o SNP Hhal ainda ndo foi descrito nenhum resultado positivo. No trabalho de
Park et al. (2005), uma analise de desequilibrio de ligacdo (DL) identificou entre os
haplotipos mais frequentes combinagc6es onde tanto o alelo G como o alelo A do SNP Hhal
estdo em DL com o alelo G do Mspl, o que fez o autor sugerir os dois como possiveis
alelos de risco, de acordo com a anélise utilizada: pelo método baseado em familias, o
alelo G foi considerado como de risco, enquanto que na analise dimensional o alelo A foi
considerado como de risco. A auséncia de resultados positivos para o Hhal isoladamente,
entretanto, faz com que nenhum dos dois alelos possa ser confirmado ou excluido como
alelo de suscetibilidade até agora. O trabalho de Deupree et al. (2006) também nao
detectou associacdo com esse polimorfismo. E importante mencionar que ambos 0s
trabalhos realizaram uma anélise de haplotipos com Mspl, Hhal e Dral. Atraves do TDT,
Park et al. (2005) observaram que a transmissdo do haplétipo G/G/T (alelos presentes nos
trés SNPs citados acima, respectivamente) foi estatisticamente significante no grupo que
incluia pacientes do subtipo combinado e no grupo que incluia pacientes dos subtipos
combinado e predominantemente desatento de TDAH. Ja através de uma avalia¢do
dimensional por QTDT, tanto os escores dos sintomas de desatencdo como de

hiperatividade/impulsividade mostraram associacdo com o haplétipo G/G/T na direcdo de
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aumentar o risco para o0 TDAH, enquanto que o haplotipo C/G/C mostrou associagdo com
0s escores dos sintomas de desatengcdo e com o de hiperatividade/impulsividade, mas na
direcdo de diminuir o risco para o0 TDAH (Park et al., 2005). Ja no trabalho de Deupree et
al. (2006) foi verificado associacdo com o haplotipo C/G/C (SNPs Mspl, Hhal e Dral,
respectivamente) aumentando o risco para TDAH em geral, contrastando com o resultado
encontrado por Park et al. (2005). Além dos trabalhos acima citados, Waldman et al.
(2006), realizaram um estudo com enfoque diferenciado, relacionando os polimorfismos do
gene ADRA2A com o funcionamento neuropsicolégico. Neste estudo, os autores
investigaram um possivel efeito moderador e mediador dos déficits de funcdo executiva
sobre a associagdo entre 0 ADRA2A e o TDAH, verificando uma associa¢do mais robusta

com o transtorno em criangas com pior desempenho cognitivo.

1.3.2 Estudos de farmacogenética

Sabe-se que psicoestimulantes sdo muito eficientes no tratamento de TDAH, mas
h& também uma grande variabilidade na resposta dos pacientes ao farmaco. Um relato de
caso realizado por Tan-kam et al. (2013) destaca a importancia de estudos de
farmacogenética no tratamento de TDAH. Esse estudo investigou um menino de seis anos
de idade com diagnostico deste transtorno. Foi prescrito a ele 5mg de MPH duas vezes ao
dia; no entanto o paciente teve multiplos efeitos adversos. A genotipagem para 0S genes
CYP2D6, CYP2C19 e CYP2C9 foi entdo realizada. Estes genes codificam,
respectivamente, as enzimas 2D6, 2C19 e 2C9, que fazem parte da familia do citocromo
P450 (CYP), responsavel pela metabolizacdo do MPH. A atividade das isoenzimas de CYP
é grandemente influenciada por polimorfismos genéticos, podendo ser reduzida ou
aumentada. De acordo com os alelos presentes, e a atividade enzimatica correspondente, 0s
pacientes podem ser categorizados em quatro fenotipos: metabolizadores extensos,
metabolizadores intermediarios, metabolizadores pobres ou lentos e metabolizadores ultra-
rapidos. Entre os genes CYP, aqueles citados acima sdo 0s mais investigados em
farmacogenética por serem altamente polimorficos. Apo6s sua analise, 0 gendtipo do
paciente foi identificado como CYP2D6*2/*10, codificador de isoformas da enzima
consistentes com o predito fenotipo metabolizador intermediario da enzima 2D6. Com base

nesses achados os médicos ajustaram a dose de MPH para 2,5mg ao dia. Nesta nova dose 0



20

paciente teve uma boa resposta sem qualquer efeito adverso. Dada sua possivel aplicacéo
clinica, cada vez mais estudos sobre o efeito da composicdo genética dos individuos na
maneira como eles respondem as drogas estdo sendo desenvolvidos com diversos genes
candidatos ou de suscetibilidade do TDAH.

Alguns trabalhos tém investigado se existe associacdo entre o gene ADRAZ2A,
principalmente o polimorfismo Mspl, e a resposta clinica ao tratamento com MPH. O
primeiro estudo deste tipo foi realizado na nossa populagdo por Polanczyk et al. (2007b),
com 0 objetivo de avaliar essa possivel associacdo em 106 criancas e adolescentes com
TDAH. Os pacientes, que nunca haviam utilizado a medicagéo antes, tiveram o MPH de
curta acdo administrado em doses crescentes até que nenhuma melhora clinica adicional
fosse detectada ou até que efeitos adversos ocorressem. Os sintomas foram avaliados no
inicio do tratamento, um e trés meses depois, para verificar se houve melhora. O resultado
encontrado nesse trabalho foi um efeito do alelo G na melhora dos sintomas de desatencao
com o tratamento durante os trés meses. Nesse mesmo grupo de pesquisa, da Silva et al.
(2008) estudaram 59 criancas e adolescentes com TDAH do subtipo desatento. O resultado
encontrado corrobora o trabalho anterior, em que individuos com o alelo G tiveram
significativamente escores mais baixos de desatencdo no primeiro més de tratamento do
que individuos sem o alelo G. Em ambos os estudos a escala utilizada para avaliar melhora
clinica foi a SNAP-1V. Um estudo recente analisou, em uma amostra de adultos com
TDAH, os trés principais polimorfismos do gene ADRA2A (Mspl, Hhal e Dral). No
entanto, ndo foi encontrado efeito significativo dos polimorfismos na resposta ao MPH,
também avaliada atraves da variacdo de escores da SNAP-IV entre pré e pds-tratamento,
com um més de intervalo (Contini et al., 2011).

Estudos de farmacogenética com o ADRA2A em outras populacdes consideraram
este gene tanto isoladamente como em interacdo com outros genes. O trabalho de Cheon et
al. (2009) avaliou o polimorfismo Mspl em 114 criancas e adolescentes com TDAH em
uma populacdo coreana. O resultado encontrado nesse trabalho foi que uma melhor
resposta ao tratamento com MPH, medido pela ADHD Rating Scale, foi observada em
individuos portadores do gendtipo GG, quando comparados aos pacientes com 0S
genotipos CG e CC. Em outra populacédo coreana (n=103) detectou-se efeitos significantes
de interacdo na resposta ao MPH entre os gendtipos do polimorfismo de nimero variavel

de repeticGes em tandem (VNTR) localizado no exon 3 do gene DRD4 (gendtipo 4/4) com



21

0 SNP Dral do ADRA2A (grupo de genétipo CT+TT). Da mesma forma, efeitos
significantes de interacdo dos genotipos do Dral (CT+TT) com cada um dos dois
polimorfismos estudados no gene da proteina transportadora de noradrenalina (NET1),
3081A>T (grupo de genotipo AT+TT) e G1287A (grupo de gendtipo GA+AA) foram
encontrados. Apesar de ndo ficar claro no texto se as interacdes observadas se associam a
melhor ou pior resposta, esses resultados sugerem que os genes envolvidos nos sistemas
dopaminérgico e noradrenérgico podem interagir para formar preditores importantes da
resposta em curto prazo para o MPH (Hong et al., 2012).

Poucos estudos de farmacogenética utilizam doses de placebo juntamente com
doses de medicagdo. Utilizando esta abordagem o estudo de (Froehlich et al., 2011)
detectou para o polimorfismo Mspl um efeito em escores no dominio hiperativo/impulsivo.
Os individuos homozigotos para o alelo G exibiram niveis mais elevados de sintomas no
grupo placebo; o aumento das doses de MPH, ao contrario do esperado, continuaram
associadas a niveis mais elevados.

Os estudos apresentados fornecem evidéncias consistentes de que o gene ADRA2A
influencia na resposta ao tratamento com MPH, em mais de uma populagdo. Porém, a
literatura existente sobre farmacogenética do TDAH sugere que este fenotipo é
influenciado por inimeros polimorfismos, cada um exercendo um efeito pequeno
(Polanczyk et al., 2010). Portanto, é necessario o estudo de outras variantes genéticas, tanto

neste cComo em outros genes.

1.3.3 ADRA2A atuando como um bloco funcional

Apesar dos resultados positivos para Mspl e Dral e negativos para Hhal, a
funcionalidade de cada um desses SNPs ainda ndo esta esclarecida. Belfer et al. (2005)
sugerem que o0 gene ADRAZ2A atuaria como um “bloco funcional”, pois ha um elevado
desequilibrio de ligacdo (DL) entre esses polimorfismos e outros presentes no gene. Neste
trabalho, os autores analisaram nove marcadores quanto a sua funcionalidade, incluindo os
polimorfismos Mspl e Dral. O bloco haplotipico proposto foi suficiente para capturar o
conteddo de informacdo mesmo quando o suposto locus funcional ndo foi incluido. Assim,
a associacdo de um polimorfismo do gene ADRA2A com TDAH, quando detectada,

poderia ser um resultado de outro SNP funcional, em DL com a variante em estudo. E
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importante mencionar que trés outros polimorfismos descritos no gene ADRA2A
(rs18000034, rs1800035 e rs1800036) estdo localizados em regides codificadoras, sendo
variantes ndo sinénimas, com potencial de produzir diferencas funcionais na proteina
(Feng et al., 1998). Porém, analises populacionais realizadas por Park et al. (2005) ndo
identificaram esses SNPs na amostra estudada, o que fez esses autores sugerirem que séo
de fato mutagdes raras; portanto, ndo influenciariam o bloco haplotipico funcional.

Small et al. (2006) realizaram um estudo no qual identificaram 16 SNPs do gene
ADRA2A organizados em 17 haplotipos. Alguns polimorfismos detectados nesse trabalho
foram os mesmos avaliados nos estudos citados anteriormente. No entanto, para outros
SNPs ndo ha como ter certeza disso, ja que os autores ndo referenciaram o cédigo de
identificacdo do polimorfismo (rs), indicando apenas a posicéo e a troca de base, padréo
oposto ao utilizado nos demais trabalhos. Apesar desta dificuldade, o trabalho de Small et
al. (2006) enfatiza o possivel papel funcional do polimorfismo Dral. Quantificando a
expressaio de RNAm do ADRA2A obtida a partir do gene completo, os maiores niveis
foram associados a 4 diferentes hapldtipos, 3 deles contendo o alelo T deste SNP.
Entretanto, a presenca deste alelo em trés outros haplotipos, aléem dos acima citados, pode
representar uma heterogeneidade genética significativa.

As davidas sobre a funcionalidade das variantes estudadas contribuem para a falta
de entendimento sobre o seu real efeito no TDAH, sendo necessario, portanto, realizar
mais estudos com os diferentes polimorfismos para elucidar de que forma ocorre a
influéncia do gene ADRA2A na etiologia do transtorno de forma geral, e em aspectos mais

especificos, tais como resposta ao tratamento farmacolégico.

1.4 ESTUDOS DE GWAS E CNVS

Nos ultimos anos vem sendo utilizada uma nova e interessante abordagem de
investigacdo, o Genome-Wide Association Study (GWAS). Estudos de GWAS investigam
centenas a milhares de SNPs em uma amostra, sendo necessaria uma analise estatistica
especifica e muito rigorosa. O principal objetivo desta abordagem é identificar variantes
genéticas que a priori ndao teriam uma hipotese biolégica para serem consideradas em

estudos moleculares, diferentemente da abordagem de genes candidatos ou de
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suscetibilidade. Alguns GWAS tém sido bem sucedidos na identificagdo de variantes
associadas com doengas complexas como obesidade, degeneragdo macular, diabetes tipo |
e tipo 11, doenca de Crohn, cancer de prostata e doenca celiaca (Lasky-Su et al., 2008).

Até agora cinco GWAS com amostras de criancas e adolescentes com TDAH foram
realizados. Entre os estudos que utilizaram a definicdo categérica do transtorno, nenhuma
das analises para os diferentes SNPs alcangou o nivel de significancia exigido por essa
metodologia, sendo p<5x10® (Lasky-Su et al., 2008; Neale et al., 2008; Mick et al., 2010;
Neale et al., 2010a; Hinney et al., 2011). No entanto, ao ser utilizada uma definicao
quantitativa do TDAH, os resultados para dois SNPs nos genes da caderina 13 e da glicose-
frutose oxido-redutase de dominio 1 (CDH13 e GFOD1, respectivamente) alcangaram o
nivel de significancia. Ainda, para varios outros SNPs presentes no gene do transportador
de soluto, familia 9, subfamilia A e membro 9 (SLC9A9) foi obtida uma significancia
nominal, sugerindo um papel para este gene no transtorno. Um estudo de farmacogenética
do MPH utilizando a metodologia GWAS foi desenvolvido por (Mick et al., 2008). A
associagdo mais instigante observada nesta investigacdo foi com o gene do receptor
metabotrdépico de glutamato 7 (GRM7), uma vez que este gene é expresso em estruturas
cerebrais previamente associados com TDAH. Além disso, dois SNPs dentro do NET1
mostraram resultados significativos. Esses achados corroboram o envolvimento do sistema
noradrenérgico na resposta ao MPH, sugerindo também um possivel efeito de genes
glutamatérgicos.

Ao justificar os resultados negativos encontrados os autores desses estudos
reforcam o que foi citado anteriormente, a hipotese de que os fatores de risco para o TDAH
tém um pequeno efeito e que sdo necessarias amostras grandes para identificar genes de
suscetibilidade de modo consistente. Além disso, Neale et al. (2008) and Mick et al. (2010)
sugerem que a heterogeneidade das amostras poderia estar direcionando para a perda de
resultados positivos. Neale et al. (2008) ainda sugerem explicacGes alternativas, que
incluiriam a possivel interacdo de variantes genéticas, seja dentro ou entre genes, e sua
interacdo com fatores de risco ambientais. A influéncia de outros tipos de polimorfismos
genéticos, como os polimorfismos de nimero de copias, ou copy number variants (CNVs),
também é sugerida.

CNVs incluem insercdes, duplicacbes ou delecbes e englobam segmentos

gendmicos relativamente grandes (embora ndo haja uniformidade no tamanho utilizado
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para definir ou identificar esse tipo de variacao, pode-se falar em 1kb a varios Mb). Apesar
de ser uma classe frequente de polimorfismos do genoma humano, a maioria dos CNVs ja
descritos sdo raros (Franke et al., 2009; Mills et al., 2011; Sanders et al., 2012). Eles
podem ser transmitidos através das geracGes ou podem surgir por mutages novas. Um
estudo recente, que enfocou seu possivel papel como moduladores potenciais de vias
biolégicas na evolugdo do genoma humano, sugere que esses polimorfismos podem
modular altera¢fes sutis em vias especificas, e podem tornar-se fixados em determinadas
populacdes (Poptsova et al., 2013).

Embora sejam fontes de variacdo genética, estudos tém demonstrado que os CNVs
contribuem para algumas doencas de neurodesenvolvimento como deficiéncia intelectual,
esquizofrenia e autismo (Elia et al., 2010; Williams et al., 2010; Langley et al., 2011). O
primeiro trabalho a investigar esses polimorfismos em TDAH foi o de Elia et al. (2010);
apesar de ndo encontrar excesso na amostra de pacientes em comparagdo com a amostra
controle, foi possivel observar uma concentracdo notavel dos mesmos em genes de
neurodesenvolvimento. Ja o estudo de Williams et al. (2010) demonstrou que CNVs
grandes e raros sdao significativamente mais comuns em criancas com TDAH do que
naquelas sem a doenca. CNVs raros herdados em locus previamente relacionados a este
(como por exemplo, DRD5 e microduplicagdo 15q13) ou outros transtornos do
desenvolvimento também foram observados (Lionel et al., 2011). Evidéncias mostrando a
implicacdo dessa regido cromossdémica foram posteriormente sugeridas pelo trabalho de
Williams et al. (2012); esses autores verificaram que duplicacdes abrangendo o gene do
receptor colinérgico nicotinico 7 alfa polipeptideo (CHRNA7), localizado no cromossomo
15q13.3, estavam associadas com TDAH. Os resultados obtidos por Jarick et al. (2012)
sugerem que CNVs presentes no gene da proteina 2 de Parkinson (PARK2) podem
contribuir para a susceptibilidade genética ao TDAH, uma vez que foram
significativamente mais frequentes nas criancas com este transtorno do que em controles.
Usualmente, mutacGes e CNVs em PARK2 sdo conhecidas por estarem associadas com a
doenca de Parkinson.

Embora ainda bastante iniciais, os resultados obtidos nos estudos de GWAS e com
CNVs vém se mostrando importantes na geracdo de novas hipoteses bioldgicas, nunca
antes consideradas nas analises de associacdo. Outra caracteristica desses estudos é que

praticamente nenhum resultado positivo se refere a regibes cromossémicas de, ou
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variacles geneéticas presentes em, locus tradicionalmente investigados nas abordagens de
genes candidatos, incluindo o ADRA2A. Contudo, atraves da biologia de sistemas, o que se
verifica é que varios destes genes “classicos” interagem com componentes dessas ‘“novas”
rotas bioldgicas. Esses achados podem representar o desenvolvimento de
novas metodologias de estudo, e um avango no entendimento da fungdo de genes ja aceitos
como de suscetibilidade em diferentes doencas, como no TDAH. Por outro lado, a
dificuldade em se obter resultados estatisticamente significativos com as abordagens mais
modernas sugere a importancia de dar continuidade aos classicos estudos de associacdo
com genes candidatos.



CAPITULO Il — JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS
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JUSTIFICATIVA

O TDAH é um transtorno que tanto afeta criangas e adolescentes como pode
continuar até a fase adulta. Muitos sdo os impactos que a doenca pode ter nesses
individuos, como prejuizos na escola, na relagdo familiar e social. Embora tenha a
influéncia bem demonstrada de componentes genéticos, os estudos com genes candidatos
realizados até o0 momento ndo séo suficientes para determinar todos os genes que conferem
suscetibilidade ao TDAH. Mesmo quando detectada associagdo, ainda ndo se sabe qual o
efeito exato da mesma, devido a complexidade e etiologia multifatorial desse transtorno.
As informacdes genéticas poderdo ajudar a esclarecer a patofisiologia do transtorno e a
produzir conhecimento que podera auxiliar o profissional a melhorar a vida dos pacientes.
Estudos sobre o papel do gene ADRA2A apresentam resultados conflitantes, como
demonstrados anteriormente. Portanto, é necessario que mais investigagbes com esse gene
sejam realizadas, com a finalidade de compreender melhor o seu envolvimento na etiologia
do TDAH. Em nossa populacédo, este locus, especificamente o polimorfismo Mspl, tem
mostrado associacao, particularmente sobre sintomas de desatencéo. Porém, duvidas sobre
a funcionalidade do polimorfismo impedem que se afirme que esse SNP seja o responsavel
pelo efeito do gene na etiologia do TDAH. Assim, justifica-se uma analise mais detalhada

do gene ADRA2A na nossa amostra.

OBJETIVOS

GERAL

Aprofundar o estudo do gene ADRA2A na nossa populacdo, verificando a

possibilidade de associacdo em criangas e adolescentes com o TDAH, tanto para 0 SNP

Mspl como para 0os SNPs Hhal e Dral.
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ESPECIFICOS

1. Analisar a possibilidade de associacéo entre 0 TDAH e os polimorfismos Mspl, Hhal
e Dral, isoladamente e em hapl6tipos, tanto na amostra total como em subgrupos de
pacientes definidos por diferentes caracteristicas clinicas, através das abordagens
caso-controle, método baseado em familias e analises dimensionais.

2. Verificar o grau de desequilibrio de ligacdo (DL) entre os trés polimorfismos;

3. Avaliar a influéncia desses SNPs na resposta clinica durante o tratamento com MPH

em criancas e adolescentes com TDAH.
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Abstract

Attention-Deficit/Hyperactivity Disorder (ADHD) is one of the most common psychiatric
disorders, affecting 5.29% of children and adolescents worldwide. It is considered a
complex disease, caused by different factors. The estimated heritability of 76% suggests a
strong genetic component. The aim of this study was to investigate the association between
ADHD and three SNPs of adrenergic 02A receptor gene (ADRA2A): -1291C>G (Mspl,
rs1800544); -262G>A (Hhal, rs1800545); and 1780 C>T (Dral, rs553668). The sample
was obtained from hospital and community sets, and consisted of 478 ADHD children and
adolescents with biological parents and 100 controls. The hypothesis of association was
verified through case-control, family-based (FBAT applied to individual locus and
haplotypes) and dimensional approaches. Pharmacogenetic analyses on the response to
methylphenidate (MPH) treatment were performed using a mixed-effects model (MEM).
Dimensional analyses detected an association with Mspl, since mean SNAP-IV scores in
inattentive dimension were higher in carriers of G allele (p=0.027). A trend for association
with Dral was seen in some groups of patients, defined by different clinical characteristics,
through FBAT (individually and in haplotypes) and dimensional analyses
(0.049<p<0.098). MEM detected a significant interaction effect between the presence of
Hhal A allele and treatment over time for the SNAP-IV inattentive scores during 1 moth of
treatment (p=0.036). Our findings indicate that ADRA2A, through Mspl, actually acts as a
modifier gene in inattentive symptoms, the Hhal result probably being reflective of a high
linkage disequilibrium (LD) between them. The possible effect of Dral in different groups

of symptoms should be further investigated.

Keywords: ADHD, ADRA2A gene, association, polymorphisms, methylphenidate,

pharmacogenetic.
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Introduction

Attention-Deficit/Hyperactivity Disorder (ADHD) is one of the most common
psychiatric disorders affecting children and adolescents, with a worldwide-pooled
prevalence of 5.29% (Polanczyk et al. 2007a). It is a complex and heterogeneous disorder
(Genro et al. 2012) characterized by a persistent pattern of inattention and/or
hyperactivity/impulsivity, which is more frequent and severe than is usually expected in
individuals at a comparable level of development (Wallis et al. 2008). This pattern of
symptoms puts children at risk of education failure and disrupts family, teacher and peer
relationships (Stergiakouli and Thapar 2010). Around two thirds of children with ADHD
have a diagnosis of another psychiatric disorder, being oppositional defiant disorder
(ODD) and conduct disorder (CD) among the most prevalent comorbidities (Stergiakouli
and Thapar 2010; Smith et al. 2009). The presence of other psychiatric conditions
increases the negative impact of the disease not only for individuals but also to their
families (Biederman 2007).

The etiology of ADHD is not yet completely understood (Genro et al. 2012).
Nevertheless, it is well known as a multifactorial disorder caused by the confluence of
different types of factors (ie, genetic, biological, environmental), each one having a small
effect on its vulnerability through additive and interactive effects (Biederman and Faraone
2005). Neuroimaging studies suggest that it is a frontal-striatum-cerebellum disease, since
these regions present lower volume and activity in patients with this pathology
(Castellanos et al. 2002; Curatolo et al. 2009; Arnsten and Pliszka 2011). These areas are
primarily innervated by catecholamines, thus the main biochemical theories proposed for
explaining its symptoms are based on these neurotransmitters (Arnsten and Li 2005;
Curatolo et al. 2009). Evidence from pharmacological studies also corroborates the
involvement of this pathway: among drugs commonly used in the treatment of ADHD,
methylphenidate hydrochloride (MPH) is the most widely prescribed psychostimulant in
clinical practice. This drug has high affinity for dopamine transporter; the blockade of this
protein by MPH reduces the reuptake of dopamine from synaptic cleft, which is largely
accountable for its effect on symptoms improvement. However, in areas where the
concentration of noradrenaline transporter is greater, MPH blocks this protein, influencing

the reuptake of both noradrenaline and dopamine, thus involving both neurotransmitter
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systems in its therapeutic action (Moron et al. 2002; Arnsten and Li 2005; Berridge et al.
2006; Wilens 2008).

Additional neurobiological evidences implicating noradrenergic circuits in ADHD
emphasizes the importance of a2A noradrenergic receptors. Although noradrenaline acts
primarily on receptors al-, a2- e B-, it has the highest affinity for a2-receptors (Arnsten
2000; Arnsten and Pliszka 2011). In the study of Andrews and Lavin (2006) and Sanchez-
Mora et al. (2012), the authors claim that MPH enhances the noradrenergic activity
through increasing the activation of a2A adrenergic receptors among other effects.
Considering different types of a2 receptors, a2A is the most prevalent noradrenergic
receptor in prefrontal cortex (Wang et al. 2007). The observations made by some authors
suggesting the improvement in prefrontal cortex function achieved with MPH can be the
most important effect of this drug (Berridge et al. 2006) further supports the involvement
of a2A in ADHD symptomatology.

The high mean heritability of 76% estimated for ADHD shows it is among the most
heritable psychiatric disorders and has stimulated a great number of molecular studies
(Faraone et al. 2005). Given neurobiological evidences, the gene that codifies the
adrenergic 02 A receptor (ADRA2A) seems to be a good candidate for these investigations
(Faraone and Mick 2010; Stergiakouli and Thapar 2010). ADRA2A is an intronless gene
located on chromosome 10g25.2 (Lario et al. 1997). Several polymorphisms have been
described in this locus, however, three of them are the most studied in the literature. The
main is a single nucleotide polymorphism (SNP) located in the promoter region at position
-1291 (rs1800544), identified by Lario et al. (1997). The change C>G creates a restriction
site for Mspl endonuclease, thus this SNP is usually referred as Mspl. The other two
commonly studied SNPs are the -262 G>A (rs1800545), located at 5’ untranslated region
(UTR) (Park et al. 2005) and the 1780 C>T (rs553668), located at 3° UTR (Hoehe et al.
1988). These polymorphisms are also named according to the restriction sites they created,
being Hhal e Dral, respectively.

Mspl was the first polymorphism investigated in association studies between
ADRA2A gene and ADHD, and positive (Roman et al. 2003, 2006; Schmitz et al. 2006;
Park et al. 2005; Stevenson et al. 2005) as well as negative (Xu et al. 2001; Deupree et al.
2006; Cho et al. 2008; Wang et al. 2006) results have been described. In our population,

this SNP has been associated to inattentive symptoms by both categorical and dimensional
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approaches. Roman et al. (2003) detected association by dimensional analysis between GG
genotype and increased number of both inattention and combined (inattention plus
hyperactivity/impulsivity) symptoms in ADHD children and adolescents. In a subsequent
investigation, these same authors, with a new, independent sample, confirmed the
association of the GG genotype with higher scores in inattentive dimension (Roman et al.
2006). In another study from our group, Schmitz et al. (2006), using a case-control
comparison, showed that homozygosity for the G allele increased the risk for ADHD
inattentive  subtype (ADHD-1). A role for G allele in inattention and
hyperactivity/impulsivity symptom dimensions was also verified by Park et al. (2005),
while Stevenson et al. (2005) observed a preferential transmission of this allele to ADHD
probands who presented also reading disability.

Studies for Dral are controversial. Park et al. (2005), through the Transmission
Disequilibrium Test (TDT), verified preferential transmission of the T allele towards
children with ADHD. Nonetheless, Deupree et al. (2006) detected preferential transmission
of the C allele when using another family-based method, the FBAT, although when Gene
Hunter2 TDT was applied the positive results did not hold. Cho et al. (2008) also observed
preferential transmission of the C allele, while Wang et al. (2006) found no association at
all. Only two studies investigated Hhal in ADHD, both of them showing no evidence of
association (Deupree et al. 2006; Park et al. 2005).

The role of genetic polymorphisms in different aspects of pharmacological
treatment has also been addressed in ADHD, although in a fewer number of studies. Some
of these have investigated the effect of polymorphisms of noradrenergic genes on treatment
with MPH, including ADRA2A Mspl (Hong et al. 2012). Polanczyk et al. (2007b) assessed
a possible association in ADHD children and adolescents from our population. A
significant interaction effect on the improvement of inattentive scores between the
presence of Mspl G allele and treatment with MPH over time during 3 months of treatment
was detected. The same research group corroborated this previous work in a sample of
ADHD-I children and adolescents (da Silva et al. 2008). Individuals with the G allele had
significantly lower inattentive scores after one month of MPH treatment than individuals
without the G allele. Two studies in other populations involving Mspl were performed.
First, Cheon et al. (2009) verified that a better response to MPH treatment was observed

for subjects carrying GG genotype than other genotypes. Second, Froehlich et al. (2011)
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detected a main effect on hyperactive/impulsive domain scores, with G homozygous
displaying higher symptom levels on placebo and continuing at these higher levels as MPH
doses increased.

Although quite numerous, the investigations performed to date on ADHD
molecular genetics are far from conclusive (Genro et al. 2012). Regarding ADRA2A gene,
there are doubts about the true causal polymorphism and which allele would be the risk
one in each SNP. Also, the observed effect seems to be specifically to inattentive
symptoms in our population, although to ADHD per se in other samples. Therefore, further
studies with different polymorphisms are necessary to elucidate how ADRA2A gene
influences ADHD. The aim of this investigation is to contribute to a better understanding
of the role of this locus on disease etiology, through evaluating the possibility of
association between three polymorphisms (Mspl, Hhal and Dral) and ADHD. We also
seek to verify, by a pharmacogenetic approach, if these polymorphisms can influence the

response to MPH treatment.

Material and Methods

Sample

The sample consisted of 478 ADHD children and/or adolescents and their
biological parents and 100 control children and/or adolescents. Individuals were evaluated
at different stages through the Attention-Deficit/Hyperactivity Disorder Outpatient
Program (ProDAH) of Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA). This is the teaching
hospital of the Federal University of Rio Grande do Sul. Part of the sample (n=378 patients
and biological parents) were obtained directly from ProDAH, while the remaining affected
families (n=100) and control individuals came from public schools from the city of Porto
Alegre.

The patients obtained from hospital were diagnosed according to DSM-IV criteria,
following a three stage protocol, described in detail in Roman et al. (2001), Rohde (2002)
and Polanczyk et al. (2007b). Basically, the diagnostic procedure comprehended: a)
evaluation with a semi-structured interview (Schedule for Affective Disorders and
Schizophrenia for School-Age Children, Epidemiological Version — K-SADS-E; Orvaschel
1985); b) discussion of the derived diagnosis in a clinical committee; c) clinical evaluation

of ADHD and comorbidities according to DSM-IV. In case of a diagnostic discrepancy in
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the three stage procedure, preference was given to the diagnoses derived from clinical
interviews. After this evaluation, patients were defined according to the three clinical
subtypes recognized by DSM-IV: inattentive, hyperactive/impulsive and combined (APA
1994). A cognitive evaluation based on cube and vocabulary subtests of Weschler
Intelligence Scale — Third edition (WISC-I1I; Weschler 1991) was performed for
estimating 1Q. Data regarding the Swanson, Nolan and Pelham Scale - version IV (SNAP-
V), a scale that measures symptoms scores in the areas of inattention,
hyperactivity/impulsivity, opposition and total (Swanson et al. 2001), were also collected
from part of the sample. Social-demographic information was systematically collected
from parents. In addition, subjects’ overall functioning was assessed by the Clinical Global
Assessment Scale (CGAS; Shaffer et al. 1983). The CGAS is a widely used measure of
child and adolescent global functioning and has adequate psychometric properties.

Regarding the sample obtained from community, only ADHD patients from
predominantly inattentive subtype (ADHD-I) were included. These are defined according
to the presence of at least four inattentive symptoms and at most three
hyperactivity/impulsivity symptoms. Teachers were initially trained to detect symptoms of
inattention in students, using the SNAP-IV scale. Individuals identified as possible cases
were invited to the diagnostic stage of the study, performed at ProDAH following the same
three stage procedure described above. The control probands matched by gender and age
were selected at the same school grades the patients came from, also based on teachers’
scores in the SNAP-IV, and invited to diagnostic phase; 100 controls without ADHD,
mental retardation and psychosis were included in the sample. Social-demographic
information was also collected. More details in the enroliment of both patients and controls
can be seen in Schmitz et al. (2006).

This study was approved by the Ethics Committee of HCPA and National
Committee for Research Ethics (CONEP). Parents gave a written informed consent and the

patients and controls agreed verbally to participate in the study.

Pharmacological intervention and clinical evaluation
Patients were treated according to the ProDAH’s protocol. Doses of short-acting
MPH were augmented until there was no further clinical improvement or there were

limiting side effects (Rohde 2002). MPH was administered preferentially twice daily (8
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AM and noon), but an extra dose at 5-6 PM was allowed for children needing continuous
coverage during evenings. Psychiatrists were blinded to patients’ genotypes. Mean dose of
MPH prescribed was around 0.63-0.65mg/kg/day. The parental-rated subscale of the
SNAP-1V was the primary outcome measure. Clinical assessment were performed by child
psychiatrists at baseline before medication and after 1 and 3 moths of MPH treatment for
hospital patients, and after 1 month of MPH treatment for community probands. More
details on pharmacological intervention can be seen in Polanczyk et al. (2007b) and da
Silva et al. (2008).

Genotyping

A 5 mL blood sample was collected from each patient (and their biological parents,
whenever possible) and each control. DNA was extracted from whole blood by a salting
out method according to Lahiri and Nurnberger (1991). The Mspl polymorphism (-
1291C>G, rs1800544) was amplified using PCR conditions, followed by digestion with
Mspl restriction endonuclease and genotyping in a polyacrylamide gel stained with
ethidium bromide (adapted from Lario et al. 1997). The other two polymorphisms, Hhal
and Dral (-262A>G; rs1800545 and 1780C>T; rs553668, respectively), were genotyped
by TagMan allelic discrimination assays (Applied Biosystems 7500 Real Time PCR

System), according to manufacturer’ suggested protocol.

Statistical analyses

Genotype frequencies were calculated for each locus. Allele frequencies and
Hardy-Weinberg equilibrium were obtained by direct analysis of genotype frequencies and
chi-square test.

Association hypothesis between ADRA2A markers and ADHD was verified by both
case-control and family-based approaches. For the first, we applied conditional logistic
regression analysis to compare genotype frequencies between probands and controls in the
context of potential confounders. These were defined on the basis of conceptual analyses
of the literature and by using a broad statistical definition (association with both the study
factor and outcome for a p < 0.20). Family-based analyses of association were performed
by FBAT 2.0.2 software (Laird 2000). Through this methodology it is possible to

determine if there is a preferential transmission of a particular allele or haplotype from the
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parents to the ADHD proband, thus detecting linkage/association. Haplotype FBAT
analyses were also applied. The characterization of linkage disequilibrium (LD) and the
estimation of haplotypes comprising the three ADRA2A polymorphisms were performed
with MLocus software (Long 1999).

Dimensional analyses were performed by ANCOVA, comparing parental SNAP-1V
scores in different dimensions among patients of different genotype groups. Potential
confounders included as covariates were defined as stated above.

Analyses of the effect of different genotypes on the efficacy of the treatment
(measure by SNAP-1V dimensions) were performed using a mixed-effects model (MEM),
which provides a flexible framework for the analysis of repeated measures while
accounting for missing data (eg, loss to follow-up; Gibbons et al. 1993; Mallinckrodt et al.
2001; Gueorguieva and Krystal 2004). We restricted analyses to patients with SNAP-1V
baseline scores higher than 1 on subscales to allow sufficient room for improvement, as
described previously (Polanczyk et al. 2007b). Independent factors included in all models
were treatment over time, group assignment (defined as the presence of the rare allele), and
the interaction between these factors. All possible interactions were tested, but no
significant interactions were dropped in a final model using a backward elimination
procedure. Potential confounders to be entered in models were defined as explained. The
best covariance structure fitting the data was selected based on the one with the lowest
Akaike Information Criterion (AIC) value.

SPSS version 19.0 software was used to calculate genotype frequencies and for
case-control, dimensional and pharmacogenetic analyses. A two-tailed significance level of

5% was set in all analyses.

Results

Sample characteristics

The data set included in this study consisted of 478 patients coming from families
with both (n=345, 72.2%), only one (n=115, 24.1%) and no (n=18, 3.8%) biological
parents available, and 100 control individuals. The sample from hospital (n=378) consisted
of predominantly male patients (79.1%) from European descent (86.6%), with a mean age
of 10.1 (£3.0) years and mean 1Q of 92.5 (£13.8). Combined subtype of the disorder was
the most prevalent (65.6%), followed by predominantly inattentive subtype (25.2%) and
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predominantly hyperactive/impulsive subtype (6.8%). ODD was the most common
comorbidity (37.8%), but anxiety disorders (27.9%), CD (14.4%) and mood disorders
(13.4%) were also frequent. Demographic and clinical characteristics of the sample from
community (n=100 for both cases and controls) are described elsewhere (Schmitz et al.
2006). Hospital and community patients differ significantly only on age, ethnicity, ADHD

subtype composition and SNAP-1V scores (data not shown, but available upon request).

Allele and genotype frequencies

Genotype and allele frequencies for both patients and controls were calculated from
unrelated European descent individuals, although subjects from African and mixed descent
were also included in other analyses. In probands, the estimated frequencies for Mspl,
Hhal and Dral most common alleles were, respectively, 0.65 (C allele), 0.87 (G allele) and
0.79 (C allele). For the same polymorphisms, the most frequent genotypes were 0.44 (CC),
0.76 (GG) and 0.63 (CC), respectively. The most common alleles in controls were C
(0.69), G (0.90) and C (0.76) for Mspl, Hhal e Dral, respectively, while the most frequent
genotypes were CC (0.47), GG (0.79) and CC (0.59) for the same polymorphisms [the
frequencies for Mspl was previously calculated and presented in Schmitz et al. (2006)].
Allele and genotype frequencies were in agreement with the literature for the analyzed
ethnic group, and genotype frequencies were in Hardy-Weinberg equilibrium. The

unreported data can be showed if requested.

Categorical and dimensional association analyses

The hypothesis of association was initially tested by case-control analyses for Hhal
and Dral SNPs, using the subjects from community sample. For this purpose, conditional
logistic regression was performed considering the homozygous for the putative risk allele
versus other genotypes, the same approach used by Schmitz et al. (2006) when testing
association with Mspl polymorphism in this sample. The risk genotypes were AA for Hhal
and TT for Dral (estimated frequencies 0.02 and 0.08, respectively). There was no
evidence of association between the two analyzed polymorphism and ADHD-I (Hhal:
p=0.296, OR=0.71, 95% confidence interval (Cl) =0.37 — 1.35; Dral: p=0.858, OR=1.108,
CI=0.36 — 3.40), even after adjusting for potential confounders (agoraphobia, 1Q estimate

and ethnicity for Hhal and agoraphobia for Dral).
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For family-based approach, the FBAT was first performed for each locus
individually, considering four different subgroups of patients: total hospital sample,
combined subtype, inattentive subtype, and ADHD + ODD/CD. The results are presented
in Table 1. This approach showed no statistically significant differences between
transmitted and non-transmitted alleles for both Mspl and Hhal, with p values ranging
from 0.122 to 1.000. However, borderline p values were observed for Dral at three
subgroups: total hospital sample, combined subtype and ADHD + ODD/CD (p value equal
0.07, 0.049 and 0.056, respectively; see Table 1), T allele being slightly more transmitted
than C allele.

LD analyses considering the three SNPs revealed that the polymorphisms are in
strong LD (D’ for pairwise LD ranging from 0.947 to 1.000, with p<0.001). The
hypothesis of association considering ADRA2A haplotypes was also tested through FBAT.
The program estimated six different haplotypes. However, only those with frequency
greater than or equal to 0.1 were included in the test, resulting in three haplotypes.
Analyses were performed for the same groups of patients described above, being presented
in Table 2. There was no evidence of association between any possible haplotype and
inattentive subtype. For the other three subgroups we found borderline p values for an
increased transmission of G/G/T haplotype (0.074, 0.053 and 0.063 for total hospital
sample, combined subtype and ADHD + ODD/CD, respectively). In the last subgroup, a
trend for under transmission of C/G/C haplotype was also observed (p=0.081).

Dimensional analyses performed for inattention, hyperactivity/impulsivity,
opposition and total SNAP-IV scores in patients from hospital are presented in Table 3. An
association with inattentive symptoms was detected for Mspl, since the mean SNAP-1V
scores in this dimension were higher in probands of CG and GG genotypes than in CC
homozygous (p=0.027). No significant differences in hyperactive/impulsive, oppositional
and total SNAP-IV scores were found. Regarding Hhal, there was no evidence of
association with any SNAP-IV dimension (p values ranging from 0.744 to 0.972). For Dral
we detected a trend in inattentive and oppositional dimensions (p values of 0.098 and
0.072, respectively); the presence of T allele seems to increase the mean for inattentive
scores, while its homozygosity seems to decrease the mean for oppositional dimension.
The other two sub-scores showed no associations at all. Dimensional analyses were also

performed in probands from the community, comparing SNAP-IV inattentive scores
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between patients from different Mspl, Hhal and Dral genotype groups. There was no
evidence of association for any of these polymorphisms, with p values ranging from 0.161
for to 0.483.

Pharmacogenetic analyses

Considering the low frequency of homozygous genotypes for the less frequent
alleles, the statistical analyses for the MEM were applied considering carriers
(homozygous plus heterozygous) and non-carriers of rare alleles. This approach resulted in
the following genotype groups: CC and CG/GG for Mspl; GG and AG/AA for Hhal; CC
and CT/TT for Dral.

For hospital sample, 240 patients that fulfilled inclusion criteria integrated the
MEM analyses. 1Q, ADHD subtype, comorbid conditions, methylphenidate dosage,
previous use of medication, demographic characteristics, and baseline scores on measures
assessed were tested to identify potential confounders according to statistical definition. As
result, each comparison between polymorphisms and SNAP-1V subscales considered
different covariates. SNAP-IV baseline scores of each dimension were included as a
conceptual covariate. No significant effects of the ADRA2A polymorphisms on the
response to MPH evaluated through the SNAP-IV scores during 3 months of treatment
were detected, with p values ranging from 0.168 to 0.922.

For community sample, 59 patients agreed to participate in the treatment trial and
this analysis was performed only for Hhal and Dral, since pharmacogenetic analysis for
Mspl in these probands was previously performed (da Silva et al. 2008). The same
demographic and clinical variables tested in hospital sample were analyzed here to identify
potential confounders through statistical definition, but no one was detected (data not
shown, but available upon request). We included SNAP inattentive baseline scores as a
conceptual covariate in both Hhal and Dral analyses.

The MEM analyses detected a significant effect in carriers of Hhal A allele on
SNAP-1V inattentive scores over time. In the model that included treatment over time, the
presence of Hhal A allele, SNAP-IV inattentive baseline scores and the interaction among
these factors, no individual effects of treatment over time during 1 month (F 56=3.915;
p=0.053) and of the presence of Hhal A allele (F55=0.002; p=0.964) were detected.

However, the effect of SNAP-IV inattentive baseline scores was statistically significant
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(F,55=85.665; p<0.001). A significant interaction effect between the presence of Hhal A
allele and treatment over time for the SNAP-IV inattentive scores during 1 month of
treatment was also verified (F( s6=4.626; p=0.036), as shown in Figure 1. No third-order
interactions were significant. The covariance structure with the lowest AIC value was the
Toeplitz. For Dral, MEM analyses did not find any significant effect (F( 56=0.030;
p=0.864; full data not shown).

Discussion

Previous studies suggested that ADRA2A might be important for ADHD etiology in
our population, either as susceptibility or a modifier gene, particularly in inattentive
dimension. With the purpose of extending the comprehension of this possible effect of
ADRAZ2A, the present study examined the possibility of association between ADHD in both
referred and non referred patients and three polymorphisms, Mspl, Hhal and Dral, the last
two not formerly studied in our population. Our assumptions were: 1) case-control
approach would detect association for at least one of the two SNPs newly studied (Hhal e
Dral), given previous association with Mspl and the strong LD among all these
polymorphisms; 2) family-based analyses for each locus individually would reveal no
significant results, since no study from our group have found positive results with this
approach; 3) by family-based analyses for haplotypes it was expected the haplotype
containing G allele of Mspl was preferentially transmitted; 4) dimensional analysis would
replicate our results for Mspl and would identify association with Dral, since some studies
of the literature have observed significant results with this SNP and given the strong LD
between both SNPs; 5) pharmacogenetics analyses would replicate our previous results
with Mspl.

Nevertheless, in the present study we verified: 1) no positive results by case-control
approach; 2) borderline P values for the Dral polymorphism suggesting preferential
transmission of T allele, detected by family-based analyses in total hospital sample,
combined subtype and ADHD + ODD/CD probands; 3) a trend for an over transmission of
G/GIT haplotype in the same subgroups of patients and for an under transmission of C/G/C
haplotype in ADHD + ODD/CD subjects, detected by family-based analyses; 4) only in
probands from the hospital, association with the presence of G allele at Mspl and the
increase of inattentive symptoms, and a trend for Dral, the T allele slightly increasing
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inattentive symptoms and TT genotype slightly decreasing scores in oppositional
dimension, through dimensional analyses; 5) an effect of the presence of Hhal A allele and
treatment over time for SNAP-IV inattentive scores during 1 month of treatment with
MPH by pharmacogenetics analyses, but only in patients from the community.

The negative results partially obtained for Mspl in association analyzes corroborate
our previous findings (Roman et al. 2003; Schmitz et al. 2006) and agree with other reports
(Xu et al. 2001; Deupree et al. 2006; Wang et al. 2006; Cho et al. 2008) that also used
family-based analyses, but disagrees with the study of Park et al. (2005) and Stevenson et
al. (2005). A possible explanation for these negative results would be a statistical type 11
error occurred due to the method of analyses. This possibility is well applied to family-
based association analyses, especially those using TDT and/or FBAT software. Such
methodologies are very used in ADHD literature, and fit to our mixed population due to its
strength against population stratification aroused by different ethnic origins in a sample
(Eley and Rijsdijk 2005). However, family-based approaches are very stringent in the
selection of families to be included in the analyses. Thus, sample size tends to decrease
dramatically, making hard the detection of significant results in the case of small effect
genes, as in ADHD. The use of other approaches, as case-control and dimensional
analyses, could circumvent this issue, decreasing the chance of a false negative. In fact, we
were able to detect association when applying these methodologies in both previous
(Roman et al. 2003, 2006; Schmitz et al. 2006) and present work. Specifically, the results
showed herein, as expected, reinforce the role of ADRA2A Mspl as a modifier of ADHD
inattentive dimension in our population; through G allele, this gene seems to contribute
increasing the severity of the symptoms in this dimension. The reduced size of the
community sample, independently analyzed due to differences in SNAP-IV scores, could
have avoided the replication of the Mspl results obtained for hospital patients in
dimensional analyses.

The works from Park et al. (2005) and Deupree et al. (2006) corroborate our
negative results in all association analyses for Hhal polymorphism, suggesting that this
SNP is not playing a direct role in the predisposition to, or severity of, ADHD in our
sample. The non-significant findings in family-based methods could also be due to the
stringency of this approach, however, the lack of association observed in both case-control
and dimensional analyses indicate that the results are not false negative. Because A allele
was investigated by Park et al. (2005) as the risk one when performing dimensional
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analysis, and since this approach was able to evidence our more consistent findings with
ADRA2A, we chose A allele for definition of risk genotype in case-control method. It is
important to note that both A and G alleles were considered risk alleles for other analyses
in previous reports (Park et al. 2005; Deupree et al. 2006). However, we do not believe the
use of G allele for definition of risk genotype would evidence an association in our sample.

As for Dral polymorphism, most of our analyses showed a trend for association; if
it has reached significance, these findings would agree with those described by Wang et al.
(2006) but differ from that observed in other studies (Park et al. 2005; Deupree et al. 2006;
Cho et al. 2008). A possible explanation for these results may be the sample size, an
assumption that would be consistent with their detection through dimensional analyses
only in patients from hospital, more numerous than community patients. loannidis et al.
(2003) point to the number of subjects used in the study of candidate genes, as they require
large samples to achieve adequate statistical power and replicable results. Nonetheless,
many published studies of this type have employed relatively small samples (Gizer et al.
2009; Faraone and Mick 2010; Stergiakouli and Thapar 2010). To circumvent this
limitation, and also in order to elucidate the discrepant results found in several
investigations, Gizer et al. (2009) conducted a meta-analysis for the most common genes
investigated in ADHD. Regarding ADRA2A, there was no significant effect for any of the
three studied SNPs (OR values ranging from 0.92 to 1.00). However, for Dral
polymorphism a significant heterogeneity in effect size among studies was observed,
which may have contributed to the negative findings of the meta-analysis. Of note, some
positive reports for this SNP have suggested the C allele or CC genotype as the risk ones
(Deupree et al. 2006; Cho et al. 2008), different from what has been indicated by Park et
al. (2005). Each of these investigations analyzed different subgroups of patients or specific
aspects of ADHD phenotype, through several approaches, thus making hard the actual
comparison among them.

A peculiarity of our Dral results is that diverse methodologies pointed to a non
significant association of T allele with different groups of symptoms, or through different
levels of specificity: using FBAT the effect would apply to ADHD overall, since it would
appear in patients with various characteristics (that is, total hospital sample, combined
subtype and ADHD + ODD/CD); the dimensional analysis would show a specificity to
inattention (the relation of TT genotype with lower opposition scores would reflect the
effect seen through FBAT in ADHD + ODD/CD). Considering these putative Dral effects
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and the ones reported for Mspl, we suggest that we are possible dealing with different
influences according to the site where each SNP is located, being a susceptibility effect
caused by Dral (since the sample size issue seems to have a larger impact), and a
modulation effect by Mspl (as already discussed), possible to be detected and discerned by
the methodologies used herein. A distinct role of promoter/5” UTR and 3’ UTR regions has
been suggested. Both are functionally relevant to the control of gene expression, although
by different mechanisms (transcription factors in promoter/5’ UTR and micro RNAs in 3’
UTR); the comparable level of selective constraints indicate they are nevertheless equally
important (Mu et al. 2011). Thus, it is plausible that polymorphisms in each gene region
would substantially, though differently, affect gene function and its involvement with the
diseases. This would be also in agreement with the supposition of Mspl and Dral affecting
diverse sets of symptoms. One issue to consider is the high LD pattern observed between
Mspl and Dral, namely G and T alleles. This would be inconsistent with results in FBAT,
but consistent with results in dimensional analysis. We suggest that the effect of Dral per
se would appear in the first because Mspl influence is not suitable to this methodology. In
the context of Mspl modifier effect, evidenced by dimensional tests, the weaker impact of
Dral would be masked due to the high LD pattern, being driven to inattentive dimension.
Such relation would not hold in case-control approach due to sample size, not large enough
to show up very small effects.

The hypothesis we proposed can be supported by functional studies with ADRA2A.
The consequences of each polymorphism for receptor signaling, as determined in
transfected cells, included changes in G-protein coupling, desensitization, and G-protein-
receptor kinase-mediate phosphorylation (Small and Liggett 2001). However, their
funcionality is not clear yet. According to Belfer et al. (2005), either Mspl, Hhal or Dral
seem to have an effect on gene expression. Due to the high LD pattern comprising all
polymorphisms, these authors suggest ADRA2A acts as a "functional block”, enough to
capture the information content even when the supposed functional locus was not included.
Despite these conclusions, the possible role of Dral, namely the T allele, in gene function
has been emphasized. Investigating 16 SNPs (including Dral) in haplotypes and relating
them to the expression of mMRNA ADRAZ2A obtained from the whole gene sequence, Small
et al. (2006) observed that the highest levels of MRNA were associated with four different
haplotypes, three of them containing the T allele at that site. However, the presence of this

allele in three other haplotypes besides the above mentioned can represent a source of
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significant genetic heterogeneity, preventing definitive conclusions on this matter. In spite
of all considerations, though, we cannot rule out that the tendency for Dral in FBAT and
dimensional analyses may have been observed simply by chance.

Although the findings for the three variants pointed to different directions,
regarding their putative involvement in ADHD etiology in our population, it is possible
that each one’s effect depends on several polymorphisms acting together, or, alternatively,
that the effect of one SNP resulted to be determined by another, because ADRA2A LD
pattern. Thus, we performed FBAT haplotype analyses, whose findings corroborated the
ones observed for each variant individually also through this approach, that is, negative
results for Mspl and Hhal, and a tendency for association with Dral in different groups of
symptoms. Even though the stringency of the method could have contributed to false
negatives, we believe the actual effect detected for Mspl in other tests depends not only on
G allele, but on its presence in homozygosity, condition not sustained in haplotype
analyses. It is interesting to note that the non significant increased transmissions in total
hospital, combined subtype and ADHD + ODD/CD patients refer to G/G/T haplotype,
which includes putative risk alleles at both Mspl and Dral (first and third positions,
respectively). In a quite complementary way, the haplotype tending to under transmission
in the last group of subjects was C/G/C, thus without risk alleles at those sites.

Pharmacogenetic analyses for Mspl in patients from hospital did not sustain the
effect of G allele on the improvement of inattentive symptoms with MPH treatment
previously verified by our group (Polanczyk et al. 2007b). This could be due to some
undetected heterogeneity of the sample, which may have directed to the loss of positive
findings. Nevertheless, as suggested (Colhoun et al. 2003), this is not an unexpected
observation in studies trying to replicate previous results in molecular genetics field, since
true heterogeneity in gene-response associations might exist among samples. These
following investigations may also lack power to reveal the same previous significant
findings. On the other hand, this was the first pharmacogenetic study to evaluate the three
ADRAZ2A polymorphisms in children and adolescents with ADHD. It is interesting to note
that an investigation with the same SNPs in a sample of ADHD adults from our population
also did not verify any statistically significant effect on the response to MPH (Contini et al.
2011). We believe the positive result seen for Hhal in patients from the community can be

reflective of previous Mspl findings (da Silva et al. 2008); due to the strong LD between
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both SNPs, Hhal can be acting only as a marker without any influence on clinical response
to MPH. As for Dral, it probably does not alter this phenotype as well.

A limitation of our study we cannot fail to mention is the number of statistical tests
conducted. However, it is important to consider that most of the analytical methods used
by molecular studies, although widespread, do not seem to be entirely appropriate for
investigation of the influence of small effect genes in multifactorial diseases, what drives
the use of several methodologies. This emphasizes the need for future studies to implement
new strategies able to provide sufficient statistical power to detect such small effects in
candidate genes (Franke et al. 2009; Gizer et al. 2009; Stergiakouli and Thapar 2010).

We conclude that the effect of ADRA2A gene on ADHD etiology in our population,
particularly on the symptoms of inattention, seems to be actually related to Mspl
polymorphism. This statement can be supported by our previous (Roman et al. 2003, 2006;
Schmitz et al. 2006; Polanczyk et al. 2007b; da Silva et al. 2008) and present results,
indicating that this SNP, through G allele, can be modulating the development of
symptoms in that area, being also probably related to its improvement with MPH
treatment. Regarding the other two polymorphisms, while Hhal seems to have no influence
neither in the susceptibility to the disease nor the improvement of symptoms under
pharmacotherapy, it is possible that Dral does have an effect on ADHD susceptibility,
independent in some groups of symptoms and linked to Mspl in others. Further association
studies considering several ADRA2A polymorphisms and using different methodologies, as
well as functional studies will be crucial to clarify this issue.
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Table 1: Association analyses for ADRA2A polymorphisms by a family-based method®.

Polymorphisms Alleles NP Observed® Expected® z P value
Total Hospital Sample®
Mspl C 186 217 227 -1.250 0.211
G 169 159 1.250
Hhal A 103 65 65 -0.089 0.928
G 145 144 0.089
Dral C 141 186 198 -1.809 0.070
T 108 96 1.809
Combined Subtype®
Mspl C 118 133 139 -1.031 0.302
G 107 100 1.031
Hhal A 68 45 45 -0.108 0.913
G 95 94 0.108
Dral C 86 111 121 -1.961 0.049
T 65 55 1.961
Innatentive Subtype’
Mspl C 106 124 126 -0.421 0.673
G 92 89 0.421
Hhal A 55 33 33 0.000 1.000
G 77 77 0.000
Dral C 84 113 111 0.293 0.769
T 59 60 -0.293
ADHD + ODD/CD?
Mspl C 102 115 124 -1.543  0.122
G 91 82 1.543
Hhal A 58 40 37 0.728  0.466
G 76 79 -0.728
Dral C 83 107 116 -1.910 0.056
T 61 51 1.910

®FBAT statistics;

PNumber of informative families included in the test;
“Observed number of transmissions;

0'Expected number of transmissions;

*Only families from hospital sample included;

"Individuals from both hospital and community samples included.
Note: Mspl was previously analyzed by a different family-based method in part of the hospital
families (Roman et al. 2003) and in the whole community sample (Schmitz et al. 2006).
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Table 2: Association analysis of ADRA2A haplotypes by a family-based method?.
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Haplotypes® Frequencies N° Observed® Expected® Z P value
Total Hospital Sample’

C/GIC 0.661 152 220 230 -1.247 0.212

G/GIT 0.186 122 102 90 1.783 0.074

G/A/C 0.125 86 69 67 0.365 0.715
Combined Subtype’

C/G/C 0.654 98 135 143 -1.168 0.242

G/GIT 0.182 76 62 52 1.929 0.053

G/A/C 0.131 59 50 49 -0.107 0.915
Innatentive Subtype®

C/G/IC 0.616 87 124 124 -0.088 0.930

G/GIT 0.217 76 59 59 -0.000 0.999

G/A/C 0.137 49 34 32 0.367 0.713
ADHD + ODD/CDf

C/G/IC 0.665 87 120 131 -1.744 0.081

G/GIT 0.173 72 55 46 1.855 0.063

G/A/C 0.130 49 41 39 0.748 0.454

®FBAT statistics;

"Haplotype sequence: Mspl/Hhal/Dral;
‘Number of informative families included in the test;

%Observed number of transmissions;
*Expected number of transmissions;

'Only families from hospital sample included;
91Individuals from both hospital and community samples included.
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Table 3: Association analyses of ADRA2A polymorphisms and mean SNAP-1V scores® in
probands from hospital sample, performed by ANCOVA.

Hyperactivity/

Genotypes Inattention impulsivity Opposition Total
Mspl
C/C 1.83+0.56 1.62+0.76 1.25+0.76 1.58+0.56
CIG 2.01+0.52 1.61+0.78 1.14+0.76 1.60+0.54
GIG 2.01+0.60 1.78+0.74 1.22+0.81 1.68+0.54
F 3.649 0.248 0.523 0.236
P 0.027° 0.780° 0.593° 0.790°
Hhal
A/A 1.98+0.60 1.69+0.93 1.28+0.90 1.67+0.74
A/G 1.98+0.57 1.65+0.77 1.16+0.74 1.61+0.53
GIG 1.94+0.55 1.63+0.77 1.20+0.78 1.60+0.55
F 0.294 0.028 0.164 0.046
P 0.744" 0.972" 0.849" 0.955"
Dral
C/C 1.90+0.55 1,60+0.78 1.18+0.74 1.57+0.56
CIT 2.03+0.55 1.71+0.75 1.29+0.84 1.69+0.55
TIT 2.05+0.58 1.53+0.80 0.73+0.45 1.46+0.39
F 2.342 0.450 2.654 1.174
P 0.098°¢ 0.638° 0.072° 0.311°

#Mean scores (+ standard deviation);

Potential confounders considered in analyses (see methods): "Age and ADHD subtype; “Age and
1Q; ¢ Age and conduct disorder; ¢Age, mood disorder and ADHD subtype; " Age.

Note: Mspl was previously analyzed in part of the sample (Roman et al. 2006).
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Figure 1: Mean SNAP-1V Inattentive scores during MPH treatment according to Hhal
genotype in a mixed-effect model (MEM; n=59). Values of SNAP-1V baseline and after 1
month were 1.73 and 0.81, respectively, for GG genotype; while values of SNAP-1V
baseline and after 1 month were 1.73 and 0.61, respectively, for the presence of A allele
(GA+AA). The baseline values have the same starting point due to the adjustment made by
SNAP-1V inattentive baseline score.
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Estudos vém sendo desenvolvidos a fim de elucidar as causas que podem estar
influenciando a etiologia do TDAH. Diversas variantes genéticas de pequeno efeito atuam
em conjunto neste transtorno, uma vez que é considerada uma doenca complexa e
multifatorial. Genes codificadores de componentes das vias catecolaminérgicas sdo 0s mais
analisados. No entanto, os achados dos mais diferentes trabalhos que buscam fatores
genéticos envolvidos na etiologia do TDAH ainda ndo sdo conclusivos, e investigacbes
com genes candidatos tém demonstrado resultados controversos.

O gene ADRA2A analisado neste trabalho é um dos que apresenta tanto resultados
positivos quanto negativos para os polimorfismos mais estudados, Mspl, Hhal e Dral.
Parte dos achados aqui encontrados corroboram aqueles previamente relatados pelo nosso
grupo, em que o efeito do gene ADRA2A na nossa populagéo, particularmente sobre os
sintomas de desatencéo, parece estar mesmo relacionado ao polimorfismo Mspl (Roman et
al., 2003; Roman et al., 2006; Schmitz et al., 2006). Outros resultados sugerem que 0 SNP
Dral tambem possa estar atuando na nossa amostra, tanto de forma independente como
vinculada ao Mspl, embora nossas analises ndo tenham tido poder suficiente para detectar
efeitos significativos. Além disso, este foi 0 primeiro estudo a identificar uma associagao
do polimorfismo Hhal com a melhora dos sintomas de desatencdo durante o tratamento
com MPH em individuos com TDAH-D. No entanto, esse resultado pode ser um reflexo do
achado anterior com o Mspl para a mesma amostra (da Silva et al., 2008); ja que esses
polimorfismos apresentam elevado DL, é possivel que o Hhal atue apenas como um
marcador, sem influéncia na etiologia do TDAH. Uma discussao detalhada sobre 0s nossos
resultados foi desenvolvida no Capitulo Ill. Aqui, sera dissertado sobre alguns pontos
mencionados na secdo anterior, porem com uma Vvisdo mais ampla do assunto, além de
serem discutidos outros aspectos.

O TDAH afeta tanto criancas e adolescentes como pode continuar até a fase adulta.
Esse transtorno atinge uma parcela significativa da sociedade e muitos sdo os impactos que
a doenca pode ter nesses individuos, como prejuizos na escola e na relacdo familiar e
social. Muitas pesquisas vém sendo realizadas com criancas e adolescentes, e em menor
quantidade com adultos. Entretanto, uma questdo limitante de estudos com criancas e
adolescente afetadas por este transtorno é que, possivelmente, o TDAH persistente seja a
forma mais “familiar” do transtorno (Faraone et al., 2006). Logo amostras de criangas

podem introduzir um ruido adicional por incluir um grande subgrupo de casos em que
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ocorre remissdo do TDAH, e onde a etiologia da doenga pode ser sujeita a uma menor
influéncia de fatores genéticos (Mick et al., 2010; Sanchez-Mora et al., 2012). 1sso sugere
que as amostras de criangas e adolescentes tendem a ser mais heterogéneas do que de
adultos, mesmo quando as questdes metodoldgicas, o tamanho amostral e as caracteristicas
dos pacientes sdo praticamente idénticas entre diferentes estudos, pois a questdo da
heterogeneidade é inerente ao transtorno. Atualmente, é impossivel prever em quais
pacientes a doenca ird persistir. Contudo, essa questdo ajuda a compreender um pouco 0s
resultados controversos relacionados ao TDAH.

A diversidade de frequéncia dos alelos gerados pelos SNPs também pode ser um
fator que esteja contribuindo para os achados confusos da literatura. Estudos ja verificaram
que a prevaléncia dos polimorfismos é alterada conforme a etnia da populagdo (Belfer et
al., 2005; Small et al., 2006). Com isso, os trabalhos investigando genes candidatos podem
encontrar associagdo com alelos diferentes dependendo da etnia estudada. Em relacdo ao
ADRAZ2A, para o polimorfismo Mspl, por exemplo, Wang, B. et al. (2006) detectaram que
a frequéncia do alelo G na populagédo chinesa (0,66) foi quase igual a observada para o
alelo C (0,71) em amostras com ascendéncia europeia. Os autores sugerem que esta
diferenca substancial possa indicar que o alelo G na populacdo chinesa e o alelo C nas
populacdes de origem europeia poderiam ter padrdes de desequilibrio de ligacéo
equivalentes; assim, alelos diferentes estariam relacionados aos mesmos potenciais locus
causadores de TDAH. Essa divergéncia na prevaléncia dos alelos diferindo de acordo com
a populacdo pode evidenciar que a correlagdo genotipo-fenotipo nao é perfeita, ou seja, ndo
é suficiente para explicar a suscetibilidade ao TDAH, podendo ser alterada pelo
background genético.

A excecdo para esta hipotese € o trabalho de Deupree et al. (2006), uma vez que
analisa a possibilidade de associacdo com os alelos C, G e C do Mspl, Hhal e Dral,
respectivamente, em uma amostra de origem europeia ao invés dos alelos G, A e T,
contrariando todos 0s outros estudos com amostras dessa etnia (Xu et al., 2001; Roman et
al., 2003; Park et al., 2005; Stevenson et al., 2005; Roman et al., 2006; Schmitz et al.,
2006). Considerando o resultado do trabalho de Deupree et al. (2006) (associagdo com o
alelo C), mais investigacdes devem ser realizadas para que se possa confirmar essa
hipdtese. Embora tenha sido sugerido que o Mspl possa ter efeito funcional, seu impacto na

expressdo do ADRA2A, assim como dos demais SNPs, seja individualmente ou em um
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bloco haplotipico, ainda ndo esta claro (Belfer et al., 2005; Small et al., 2006). E também
possivel que SNPs ainda ndo descritos no gene venham a ser mais importantes
funcionalmente do que a variacdo ja conhecida atualmente.

Outra possibilidade a ser considerada é a de que o locus de suscetibilidade para o
TDAH nédo seja o0 ADRA2A em si, mas outro em DL com este; entdo, a variagdo
populacional deste outro locus refletir-se-ia nos achados do primeiro. Como exemplo,
podemos citar o SNP TaqlA (rs1800497), que troca C>T (Grandy et al., 1993).
Acreditava-se, inicialmente, que esse polimorfismo estava localizado na regidao 3’ do gene
DRD2. Porém, posteriormente, verificou-se que ele estd na verdade dentro do éxon 9 do
gene ankyrin repeat and kinase domain containing 1 (ANKK1), codificado pela sequéncia
complementar ao DRD2 no sentido reverso. A localizacdo do TaqlA numa regido
codificante do ANKKL1 levou a questionar as razdes pelas quais esse polimorfismo esta
associado ao DRD2, uma vez que fica a jusante do codon de terminacdo deste (Ponce et
al., 2009). Estudos indicam que os genes DRD2 e ANKK1 formam um cluster juntamente
com outros dois genes, o qual é bastante conservado ao longo da evolugédo dos vertebrados.
Embora ainda ndo se tenha clareza do efeito de cada um dos polimorfismos descritos sobre
as funcbes bioldgicas relacionadas, pesquisadores sugerem que o cluster atue como um
bloco funcional, o que vem sendo corroborado por evidéncias de interacbes gene-gene
envolvendo estes loci (Yerushalmi & Teicher, 2007; Huang et al., 2009; Lu et al., 2012).
Considerando-se que o TaglA apresenta frequéncias variaveis entre as diferentes etnias e
populacdes estudadas, € possivel que a estrutura gendmica ao redor do mesmo também
varie nesses diferentes grupos, o que poderia explicar resultados controversos relatados
para este gene. A hipotese de algo semelhante estar acontecendo com o gene ADRA2A nao
pode ser descartada.

Estudos de farmacogenética no TDAH vém sendo cada vez mais realizados, assim
como sugerida sua importancia; no entanto, sua aplicabilidade ainda é discutivel. N&o seria
viavel, por exemplo, que criancas e adolescentes com TDAH fossem genotipadas para o
SNP Hhal em vista de sua associagdo com a melhora nos sintomas de desatencdo,
verificada neste trabalho, mesmo se considerassemos que este efeito ndo fosse reflexo do
Mspl. A identificacdo desse SNP ndo seria suficiente para determinar o uso da medicacéo e
nem o seu manejo, uma vez que o TDAH sofre influéncia de muitas variantes genéticas de

pequeno efeito atuando em conjunto, como mencionado anteriormente. Entretanto, o
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resultado aqui encontrado, aliado ao de outras investigacbes pode ser importante para
melhor compreender a etiologia da doenga.

Os achados de estudos de farmacogenética, por outro lado, podem ser Uteis na
pratica clinica em relacdo a um aspecto especifico, como por exemplo, algum efeito
colateral em um determinado tipo de paciente. Isso foi verificado no estudo de Bruxel et al.
(2012) que sugere a influéncia do polimorfismo -75T>G do gene da carboxilesterase 1 na
reducdo do apetite, efeito adverso importante do tratamento de MPH em criangas com
TDAH. Portadores do alelo G tiveram maior reducdo do apetite em relagdo aos
homozigotos TT, com um valor de odds ratio consideravel (3,47) para fenétipos
multifatoriais. Isoladamente, esta informacdo poderia ser utilizada para um controle mais
adequado desta consequéncia nos pacientes, uma vez que é queixa importante por parte dos
pais, e pode ser motivo de ndo aderéncia, ou interrup¢do ndo planejada do tratamento.
Somados a outros genes e outros fatores, os resultados individuais poderiam contribuir
para um algoritmo de predicdo que norteasse o tratamento, como exemplificado no
trabalho de Botton et al. (2011), que investigou a variabilidade da resposta a farmacos
antitromboticos. A implicacdo desse estudo foi o desenvolvimento de um modelo
algoritmo que inclui fatores genéticos, bioldgicos e farmacoldgicos e que explica 63,3% da
variacao de dose do farmaco varfarina, podendo ser utilizado na pratica.

Acreditamos que estamos longe ainda de se obter, através da farmacogenética uma
resposta terapéutica individualmente adequada no TDAH, de maneira a reduzir os efeitos
adversos e aumentar a eficacia da resposta aos medicamentos. Ainda ha muito para ser
esclarecido, por isso ha a necessidade de estudos basicos que contribuirdo para o
conhecimento de forma geral, para entdo coloca-lo em pratica. Contudo, as informacdes
genéticas com certeza ajudardo a esclarecer a patofisiologia do transtorno e a produzir
conhecimento que podera auxiliar o profissional a melhorar a vida dos pacientes.

A maioria dos estudos moleculares realizados com o TDAH estdo levando em
consideracdo a presenca de determinado gendtipo em individuos para a deteccdo da
associacdo com a doenca. Todavia, surgem cada vez mais trabalhos que estudam a
influéncia de outros mecanismos que podem alterar a expressao génica, como mudancas
epigenéticas e fatores de transcricdo. Efeitos epigenéticos sdo hereditarios, no entanto,
ocorrem devido a mudancas moleculares reversiveis que ndo sdo atribuidas a variacdes da

sequéncia de DNA. O ambiente € um modificador genético potente, que influencia a
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expressao do gene atraves desses mecanismos epigenéticos. A desregulacdo epigenética
estd implicada na patogénese de uma variedade de doencas relacionadas com o cérebro,
incluindo transtornos psiquiatricos complexos (Shumay et al., 2010; Stergiakouli &
Thapar, 2010). Em concordancia com isso, alguns trabalhos tém investigado, além das
caracteristicas genéticas, os mecanismos de regulacdo e expressao génica. Por exemplo,
estudos de associagcdo com o0 gene DAT1, muito pesquisado no TDAH e em outras doencas
psiquiatricas, tém mostrado resultados inconsistentes. Por causa desses achados, as
caracteristicas genémicas deste locus e seu potencial estado epigenético foram
minuciosamente investigados no trabalho de Shumay et al. (2010). Os resultados desse
estudo evidenciaram uma elevada variabilidade interindividual nas sequéncias do gene
DATL1 e uma sensibilidade marcante na regulacdo por mecanismos epigenéticos, sugerida
por uma composicdo rica em nucleotideos GC e numerosas ilhas CpG intragénicas. A
partir deste, investigagdes com hipoteses inéditas despontaram. Um deles esta sendo
realizado no nosso Programa de Pds Graduacao pelo aluno de doutorado Lucas Aradjo de
Azeredo. Seu trabalho tem o objetivo de analisar as inter-relagdes entre o gene DAT1, dois
genes que codificam fatores de transcricdo reguladores do mesmo, o tabagismo e 0 TDAH
em um contexto de interacdo gene-gene. Abordagens deste tipo, baseadas em diferentes
mecanismos genéticos e com analise estatistica refinada, podem ser importantes para o
desenvolvimento e aprimoramento de modelos etioldgicos para a doenca.

E importante destacar ainda a necessidade de que mais estudos funcionais sejam
desenvolvidos com os diferentes polimorfismos candidatos, a fim de auxiliar a esclarecer a
etiologia do TDAH. Investigacbes funcionais in vivo em humanos tém obviamente
restricdes éticas, uma vez que estamos lidando com um transtorno que afeta os sistemas de
neurotransmissao da regido cerebral. Ja nos estudos in vitro a metodologia empregada para
avaliar as relacGes entre a expressdo génica e variantes de DNA apresentam indmeras
dificuldades e limitacbes, o que torna o trabalho bastante susceptivel a falhas. Por outro
lado, a bioinformatica parece ser um ramo muito promissor. Ha um crescente nimero de
dados e ferramentas desenvolvidas que, com certeza, irdo contribuir para os estudos
funcionais de diversas variantes genéticas. Em relacdo ao ADRA2A, nosso grupo tem como
perspectiva o desenvolvimento de uma linha de pesquisa que investigue a funcionalidade
dos diferentes polimorfismos in vitro e in silico. A continuidade dos estudos devera

aumentar a nossa compreensao acerca da influéncia ndo s6 dos SNPs, mas também das
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diferentes regides génicas na neurotransmissdo noradrenérgica e, consequentemente, no
TDAH. Poderemos, entdo, inferir com mais certeza sobre o efeito do polimorfismo Mspl e
das demais variantes nos sintomas de desatencdo e no TDAH como um todo, melhorando o
entendimento da contribuicdo do gene ADRA2A na etiologia da doenca, especialmente em

nossa populagéo.
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ANEXOS

ANEXO A — Termo de Consentimento Pés-Informacao

TERMO DE CONSENTIMENTO POS-INFORMACAO

ESTUDO DO TRANSTORNO DE DEFICIT DE ATENCAO E
HIPERATIVIDADE — SUSCETIBILIDADE GENETICA E
[DENT]FICA(?EU DE GENES CANDIDATOS

Antes de sua participagio neste estudo, € preciso esclarecer alguns detalhes
importantes, para que possiveis duvidas sejam resolvidas. Em caso de qualquer outra
duvida quanto a pesquisa ou sobre os seus direitos, vocés poderdo contatar Tatiana Roman,
bicloga e Mestre em Genética e Biologia Molecular, responsavel pelo estudo, pelos
telefones (051) 316-6735 ou (051) 311-2406.

Ouwal o objetivo desta pesquisa?

O objetivo do nosso estudo é conhecer um pouco mais sobre algumas das causas do
transtorno de deficit de atengio e liperatividade (TDAH). Pretendemos esclarecer a
possivel contribuigdo geneética no TDAH. Para este fim, as criangas e os pais vio ser

avahiados através de uma analise de DNA.
Comao ¢ feita esta analise do DNA?
Sera coletada de cada individuo uma amostra de 5ml de sangue, através de pungio

venosa, usando-se agulhas e seringas descartaveis. Esta coleta sera feita por um individuo

tremado. De cada amostra de sangue sera extraido o DNA, em laboratorio. Com o DNA
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teremos acesso a informagdo genética que pode estar relacionada com a doenga, conforme
explicado no item anterior. As amostras sdo identificadas por numeros, diferentes daqueles
utilizados pelo Hospital. A quantidade de sangue coletada sera suficiente para se extrair o
DNA necessario ao estudo, que sera completamente utilizado durante 0 mesmo. Apos a
investigagdo, o DNA ndo ficara armazenado, sendo desprezadas possiveis sobras deste

material.

Quais os riscos em participar?

Podera haver a formagdo de um pequeno hematoma local em fungdo da coleta de
sangue. Além deste, nido ha qualquer outro risco, nem para o paciente, nem para o0s pais, em

participar deste projeto.

O que a familia ganha com este estudo?

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

enfrentam o mesmo problema.
Quais sao os seus direitos?
Os seus registros médicos serdo sempre tratados confidencialmente. Os resultados

deste estudo poderdo ser usados para fins cientificos, mas vocés ndo serdo identificados por

nomes.
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Sua participag¢do no estudo € voluntaria, de forma que, caso vocés decidam ndo

participar, isto nio afetara 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: Cod. de Ident. do Individuo:

Nome do Individuo:

Data de Nascimento: / /

Nome do Pai:

Nome da Mie:

Médico Supervisor:

Assinatura do paciente:

Assinatura do Pai:

Assinatura da Mae:

Assinatura do Médico Supervisor:

Data: / /
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ANEXO B — Resolucdes do Comité de Etica em Pesquisa do HCPA

R HOSPITAL DE CLINICAS DE PORTO ALEGRE

GRUPO DE PESQUISA E POS-GRADUAGAO
COMISSAO CIENTIFICA E COMISSAO DE PESQUISA E ETICA EM SAUDE

RESOLUCAO

As Comissbes Cientificae a Comlssao de Pesquisa e Etica em Salde, que
é reconhecida pela CO”NE& T no- Comlte de Etlca em Pesquisa do HCPA,
reanalisaram o pgoleto §§%§4§§§§ \%% B e
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HCPA - HOSPITAL DE CLINICAS DE PORTO ALEGRE
Grupo de Pesquisa e Pos-Graduagio
COMISSAO CIENTIFICA E COMISSAQ DE PESQUISA E ETICA EM SAUDE

.

A Qomisséo;«._‘,ientiﬁca €2 Comissdo de Pesquisa e Etica em Saide, que é reconhecida pela Cornisséae
Nacicnal de Etica et Pesquisa (CONEPYMS como Comité de £lica em Pesquisa do HCPA e pelo Office

For Human Research Protections (OHRP)/USDHHS, como Institucional Review Board ({RB0000921)
analisaram o projeto:

Projety: (1-182

Pesquisadore .
LUIS AUGUSTQ PAIM RGHDE
MARCELO SCHMITZ

Titulo: AVAL:A: 2708 ™7 ' NCIA DE FATORES AMBIENTAIS NA ETIOLOGIA DO
TRAR SRUC DR DeriCIT DE ATENGAOMIPERATIVIDADE: COMPARAGAO ENTRE
GRUPOS COM E SEM GENES CANDIDATOS €& MEDIDA DA RESPOSTA A
TRATAMENTO COM METILFENIDATO

Este projeto foi Aprovade em seus aspectos éticos e metodoldgicos, Inclssive quanto a0 seu Ter_mo t_ie
Consentunesty Livre e Esclarecido, de acordo com as Diretrizes e Normas Internacionais e Nacionais,
especialmente as P:sui.00es 196/96 e complementares do Conselho Nacional de Saide.

Este projeta por pertencer a uma drea temdlica especial somente poderd ser iniciado apds a sua aprovagio
peia Comissado Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP).

Portc Alegre, 17 de Julho de 2001,

G ¢ CEP-MCPA

?6& Themi 4
Coordenadora é‘i- ;
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Grupo de Pesquisa e Pés-Graduagéao
COMISSAO CIENTIFICA E COMISSAO DE PESQUISA E ETICA EM SAUDE

% HCPA - HOSPITAL DE CLINICAS DE PORTO ALEGR

RESOLUGAO

gz rmpr g b et A sa A s s A

A Comissdo Cientifica e a Comissdo de Pesquisa e Etica em Salde, que é reconhecida pela Comissé
Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP)YMS como Comité de Etica em Pesquisa do HCPA e pelo Offic
For Human Research Protections (OHRP)USDHHS, como Institucional Review Board (IRB000092
analisaram o projeto:

Projeto: 98-201

LUIS AUGUSTO PAIM ROHDE

Titulo: ESTUDO DO TRANSTORNO DE DEFICIT DE ATENGAO E HI-PERARITIVIDADE -
SUSCETIBILIDADE GENETICA E IDENTIFICACAO DE GENES CANDIDATOS

Data da Versiao:
EMENDA 1 16/01/2003

Este documento referente ao projeto acima foi Aprovado em seus aspectos éticos e metodolégicos,
acordo com as Diretrizes € Normas Internacionais e Nacionais, especialmente as Resolugbes 196/96
complementares do Consetho Nacional de Saude.

Porto Alegre, 02 de junho de




ANEXO C — Pareceres da Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa

MINISTERIO DA SAUDE

Conselho Nacional de Sahde
Comizsdio Navisna) de Etica cm Poyquira  CONET

PARECER N° 060/2001

Processo n° 25000.040935/98-73 Registro CONEP = 413 | protocolo CEP 88201)
Projeto de Pesquisa: “Esfudo do transtorno de déficit de atengdo e hiperabilidade -
‘suscetibilidade genética e identificagdo de genes candidatos “.

Pesquisador Responsavel: Dr. Luiz Augusto Rohde

‘Instituigdo: Hospital das Clinicas de Porto Alegre / HCPA

Area Temaética Especial: Genética Humana

Ao se proceder a analise das respostas ao parecer CONEP n°
{062/1999, relativo ao projetoc em questéo ,considerou-se que: |
a) Foram atendidas as solicitagdes do referido parecer;
b) O projeto atende aos requisitos fundamentais da Resolugdo CNS
196/96, sobre Diretrizes € Normas Regulamentadoras de Pesquisas Envolvendo:
| Seres Humanos; ' ’ ’
¢} O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da

instituigdo supracitada.

Diante do exposto, a Comisssc Nacional de Etica em

196/968, manifesta-se pela aprovagio do projeto de pesquisa proposto .

Situagao ¢ Projato aprovado.

Brasilia, 24 de janeiro de 200,

// P&l Horn
WILLIAM SAAD HOSSNE

Coordenador da CONEP-MS

Pesquisa - CONEP, de acordo com as atribuighes definidas na Resolugéic CNS :
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MINISTERIO DA SAUDE .
Conselho Nacional de Saiide Z/O A '4;4/\,/ Y eE
Comissito Nacional de Etica em Pesquisa - CONE]
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PARECER N°960/2001 ~  HEoabiQc,

Registro CONEP = 2718 { Este n® devera ser citado nas correspondéncias referentes a este projeto )

Protocolo CEP = 01162 Processo n® 25000.076116/2001-30

Projeto de Pesquisa: "Avaliagdo da influéncia de falores ambienfais na etivlogia do
transtorno de deficit de atencdo/tiperatividade : comparaggo entre grupos com e sem genes
candidatos e medida da resposta a tratamento com metilfenidato “.

Pesquisador Responsavel: Or. Luiz Augusto Rohde

Instituicéo: Hospita! das Clinicas de Porto Alegre / HCPA

Area Tematica Especial : Genéuca Hurana

Ao se proceder & andlise do protocoft- em questdo, cabem as seguintes
consideragbes: s ' o '

a) as infommagbes enviadas atendem acs aspectos fundamentais da Res.
CNS 196/95, scbre Diretrizes e Narmas Regulamentadoras de Pesquisas Envolvendo Seres
Humanos, -
b} o projeto fol aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa — CEP da

instituicdo supracitada.

Diante do exposto, a Comisséo Nacional de Etica em Pesquisa -
CONEP, de acordo com as atribuigdes definidas na Res. CNS 188/96, manifesta — se
pela aprovagéo do projeto de pesquisa proposto.

Situagdo : Projeto aprovado.
Brasilia, 23 de agosto de 2001.

WILLIAM SAAD HOSSNE

Coordenador da CONEP-MS




