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RESUMO

O Transtorno de Déficit de Atencdo/Hiperatividade (TDAH) representa um
problema com relevante impacto social e econdmico quando nédo tratado adequadamente,
pois esta associado a desfechos adversos que causam prejuizos importantes para a
qualidade de vida. O metilfenidato (MPH) é o medicamento de primeira escolha para o seu
tratamento. No entanto, apesar de demonstrar eficacia no alivio dos sintomas, uma
proporcdo consideravel dos pacientes ndo apresenta resposta sintomatologica adequada
e/ou interrompe o tratamento precocemente. A via da exocitose de neurotransmissores, em
especial o complexo SNARE, tem se destacado como candidata promissora para 0
envolvimento tanto na neurobiologia do TDAH quanto nas acGes do MPH. Assim, a
presente Tese busca investigar com uma perspectiva translacional a resposta ao MPH no
tratamento do TDAH, tendo como foco principal os mecanismos de exocitose de
neurotransmissores. Multiplas abordagens integradas e complementares entre ciéncia
bésica e clinica compdem o conjunto de dados. As abordagens incluem gene candidato e
genbmica para a avaliacdo de vias candidatas em resposta ao MPH em uma amostra
clinica, bem como proteémica em modelo animal tratado com MPH. Além disso, dados
complementares incluem uma analise genética do papel de um componente do complexo
SNARE no transtorno por uso de cocaina (estimulante com alvos moleculares
compartilhados com o MPH). O conjunto geral de resultados sugere que a variabilidade
genética em vias de exocitose de neurotransmissores influencia a resposta ao MPH, o qual,
por sua vez, modula a expressdo de proteinas desse sistema. Esse conjunto de evidéncias,
somado a achados prévios, demonstrando o envolvimento de uma via bioldgica por
diferentes perspectivas é singular no contexto da psiquiatria. Esses resultados sdo Uteis
para guiar estudos adicionais na busca pela identificacdo de preditores para a
personalizagdo do tratamento e desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas. No
entanto, eles ja constituem por si proprios um passo significativo no entendimento das
bases biologicas do TDAH e do seu tratamento. O esclarecimento dos mecanismos
biolégicos tanto para os profissionais da salde quanto para 0s pacientes representa
sabidamente um reforgo significativo na motivacdo para a busca do tratamento e sua
aderéncia, além de contribuir para os esfor¢os que visam a desmistificacdo do problema e

universalizacdo do tratamento.
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ABSTRACT

Attention-deficit/hyperactivity disorder (ADHD) has a relevant social and
economic impact if not adequately treated since it is associated with adverse outcomes that
impair the quality of life significantly. Methylphenidate (MPH) is the first-line
pharmacological treatment, and it is efficacious in attenuating ADHD symptoms.
However, a considerable proportion of patients do not present an satisfactory response
and/or discontinue treatment over time. The neurotransmitter exocytosis pathways,
especially the SNARE complex, have emerged as promising candidates for the
involvement in both the neurobiology of ADHD and MPH actions. Therefore, this Thesis
aims to explore the response to MPH in the treatment of ADHD with a translational
perspective, focusing mainly on neurotransmitter exocytosis mechanisms. Multiple
integrated and complementary approaches between basic and clinical science comprise the
data. Candidate gene and genomic approaches are included to evaluate candidate pathways
in MPH response using a clinical sample, as well as proteomics of an animal model treated
with MPH. Besides, complementary data involves a genetic analysis evaluating the role of
a component of the SNARE complex in cocaine use disorder (stimulant with molecular
targets shared with MPH). The overall results suggest that the genetic variability in
neurotransmitter exocytosis pathways influence the response to MPH, which, in turn,
modulates the protein expression of this system. This set of evidence, combined with
previous findings, demonstrating the involvement of a biological pathway from different
perspectives is distinctive in the context of psychiatry. These results are useful to guide
further studies searching for the identification of predictors for personalized treatment and
the development of new therapeutic approaches. Nonetheless, they already represent a
relevant step to comprehend the biological basis of ADHD and its treatment. The
understanding of the biological mechanisms by both health professionals and patients
characterizes a significant reinforcement in the motivation to seek treatment and to its
adherence, as well as contributes to the efforts for the demystification of the problem and

universalization of treatment.



CAPITULO1
Introducéo
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1.1. Transtorno de Déficit de Atencdo/Hiperatividade: Aspectos gerais

O Transtorno de Déficit de Atencdo/Hiperatividade (TDAH) é uma condicao
psiquiatrica do neurodesenvolvimento muito comum, com prevaléncia estimada em 5,3%
em criancgas e adolescentes (Polanczyk et al. 2007) e 2,5% em adultos (Simon et al. 2009).
Esse transtorno € caracterizado por um padréo persistente de desatencdo, hiperatividade e
impulsividade (APA 2013). A desatencdo refere-se a dificuldade de manter o foco,
desorganizacdo, falta de persisténcia no desenvolvimento de tarefas, sendo que esses
sintomas ndo sdo decorrentes de um desafio ou falta de compreensao. A hiperatividade esta
relacionada a atividade motora excessiva, como inquietude extrema e fala em excesso. E a
impulsividade manifesta-se por a¢des precipitadas e dificuldade de autocontrole.

A validade do diagnostico do TDAH é por vezes alvo de criticas que sugerem que
ele estaria principalmente relacionado a questdes culturais envolvendo as exigéncias da
sociedade atual e que a oferta de tratamento se daria em prol da industria farmacéutica. No
entanto, desde a Grécia Antiga séo relatadas caracteristicas fenotipicas compativeis com os
critérios diagnosticos atuais do TDAH. A existéncia de tais relatos em diferentes culturas e
momentos histdricos evidencia que o TDAH ndo é uma consequéncia da cultura atual
(Victor et al. 2018; ver capitulo IX - item 9.2.6). Independentemente do debate sobre a
validade do diagndstico, é inquestiondvel que os sintomas relacionados ao TDAH causam
prejuizos que podem ser atenuados com o seguimento de um tratamento adequado. Dessa
forma, o reconhecimento do TDAH como um transtorno psiquiatrico valido é vantajoso
para 0s pacientes, pois permite a busca por um tratamento capaz de mitigar o prejuizo
causado pelos sintomas. Quanto ao tratamento, apesar dos milénios de reconhecimento do
problema, apenas nos Gltimos anos surgiram condicdes de integrar diferentes abordagens
moleculares de pesquisa capazes de fazer face a enorme complexidade do tema.

Atualmente, diagnostico de TDAH segue a 5% edicdo do Manual Diagndstico e
Estatistico de Transtornos Mentais (DSM-5). Para que os critérios diagnésticos sejam
preenchidos em adultos (ver Anexo I), a0 menos 5 sintomas devem estar presentes, 0S
quais devem causar prejuizo em mais de um contexto ambiental (em casa, na escola ou no
trabalho, por exemplo) com duragdo de no minimo seis meses. Além disso, uma
apresentacdo clinica substancial desses sintomas deve ter sido percebida antes dos doze
anos de idade (APA 2013). O DSM-5 reconhece trés apresentacdes para o TDAH, de

acordo com os sintomas observados: (1) apresentacdo combinada, se 0s critérios para
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ambos os sintomas de desatencdo e hiperatividade/impulsividade forem preenchidos; (2)
apresentacdo predominantemente desatenta, se apenas os critérios de desatencdo forem
preenchidos; e (3) apresentacdo predominantemente hiperativa/impulsiva, se apenas 0s
critérios de hiperatividade/impulsividade forem preenchidos (APA 2013).

Os prejuizos decorrentes dos sintomas de TDAH tém um impacto funcional
significativo nas atividades diarias dos pacientes, afetando o sucesso académico e/ou
profissional, e estdo relacionados a varias adversidades (Shaw et al. 2012). Por exemplo,
criancas e adolescentes com TDAH apresentam maior risco de lesbes acidentais (Ruiz-
Goikoetxea et al. 2018), problemas nas relagdes com os pais e colegas (Johnston and Mash
2001; Kim et al. 2015), e pior desempenho escolar (Loe and Feldman 2007). Em
adolescentes, os principais desfechos negativos envolvem uso precoce e mais frequente de
cigarro, maconha e outras drogas (Upadhyaya 2008). Adultos com TDAH sofrem
acidentes de transito com maior frequéncia (Chang et al. 2014), e apresentam menor
escolaridade e pior desempenho no trabalho (Biederman et al. 2008). Outros desfechos
negativos ao longo da vida incluem o abuso de substancias (Dalsgaard et al. 2014),
criminalidade (Mohr-Jensen and Steinhausen 2016), morte prematura (Dalsgaard et al.
2015), pior qualidade de vida (Lee et al. 2016), problemas nas relagdes sociais e baixa
autoestima (Shaw et al. 2012).

A classificacdo atual dos sintomas centrais do TDAH permite o agrupamento de
quadros clinicos mais homogéneos; no entanto, existe uma alta variabilidade no perfil de
sintomas, niveis de prejuizo, fatores agravantes, déficits neuropsicologicos e causas
subjacentes em pacientes com TDAH (Steinhausen 2009; Garner et al. 2013; Mostert et al.
2015), o que dificulta tanto o diagnostico quanto o tratamento. Testes neuropsicol6gicos
podem ser Uteis como ferramentas auxiliares ao diagnéstico considerando que a presenca
do transtorno esta relacionada ao pior desempenho em testes de fungbes executivas e
cognitivas, como os de atencédo sustentada, velocidade de resposta, vigilancia e meméria de
trabalho (Willcutt et al. 2005; Nikolas et al. 2019). A utilizacdo de vérios testes
neuropsicoldgicos em conjunto com outras medidas clinicas pode auxiliar na identificacao
de individuos com TDAH, no entanto, eles apresentam pouco valor diagnéstico até o
momento (Nikolas et al. 2019). Sua utilidade representa uma maior importancia para a
identificacdo das areas para as quais 0 paciente apresenta maior prejuizo, e assim pode ser

de grande valia para guiar a estratégia de tratamento, seja ele farmacolédgico ou néo.
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Outro fator que contribui para a heterogeneidade clinica observada no TDAH é a
alta prevaléncia de comorbidades associadas. Em torno de 50-60% das criangas com
TDAH apresentam algum outro transtorno psiquiatrico, sendo 0s mais comuns o transtorno
de oposicdo desafiante, transtorno de conduta e transtornos de ansiedade e aprendizagem
(Pingali and Sunderajan 2014; Jensen and Steinhausen 2015; Reale et al. 2017). Em
adultos, dentre as comorbidades mais comuns estdo os transtornos de ansiedade, de humor,
de personalidade, bem como o transtorno por uso de substancias (Kessler et al. 2006;
Fayyad et al. 2007; Katzman et al. 2017). A presenca de outros transtornos psiquiatricos
associados influencia negativamente o prognostico do paciente e pode exacerbar os
desfechos negativos (Katzman et al. 2017). Além disso, a utilizacdo de outros
medicamentos psicotrépicos para o tratamento dessas comorbidades também constitui um
fator importante para o curso e tratamento do TDAH.

Os dados gendmicos corroboram essa associagdo observada clinicamente entre 0s
transtornos através de uma analise da herdabilidade compartilhada entre os principais
transtornos mentais. Esse estudo foi realizado através do The Brainstorm Consortium com
base em dados de meta-analises de estudos de associacdo por varredura gendémica
(GWAS), e compreende 25 transtornos (10 psiquiatricos e 15 neuroldgicos). Os resultados
demonstraram que o0s transtornos psiquiatricos compartilham entre si uma propor¢do
consideravel de suas variantes genéticas comuns de risco, principalmente entre TDAH,
esquizofrenia, transtorno depressivo maior, transtorno bipolar e transtornos de ansiedade.
Por outro lado, os transtornos neuroldgicos parecem ter um background genético mais
distinto, com suas variantes genéticas comuns de risco apresentando correlacdo baixa com

as dos transtornos psiquiatricos (Brainstorm Consortium. Anttila et al. 2018).

1.2. Neurobiologia do TDAH

A heterogeneidade clinica do TDAH dificulta a interpretacdo dos resultados de
estudos que buscam o entendimento das especificidades neurobioldgicas do transtorno e
também a identificacdo de possiveis biomarcadores para o transtorno. Nesse sentido,
exames de neuroimagem s@o considerados ferramentas promissoras para a elucidagéo
dessa complexidade neurobiol6gica e para a identificacdo de possiveis biomarcadores
relacionados ao TDAH. Os estudos realizados até 0 momento apontam, de maneira geral,

para a existéncia de alteragdes estruturais e funcionais em regides cerebrais de pacientes
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com TDAH, os quais apresentam de maneira geral maturagdo cortical atrasada e
hipoatividade no cortex pré-frontal (CPF) bem como conexdes fronto-estriatais alteradas
(Cortese and Castellanos 2012; Hoogman et al. 2017; Klein et al. 2017b; Klein et al.
2017a). Para uma revisao mais detalhada dos achados com neuroimagem ver capitulo IX -
item 9.1.5. No entanto, considerando a etiologia multifatorial do TDAH, para um
biomarcador ser considerado Util para a pratica clinica provavelmente deverd incorporar
dominios multiplos de medida. Até 0 momento, ndo existem marcadores biologicos que
possam ser utilizados clinicamente para o diagnéstico do TDAH (Thome et al. 2012;
Faraone et al. 2014), que é essencialmente clinico e baseado nos critérios sintomatolégicos

descritos acima.

1.2.1. Neuroquimica do TDAH

Os sistemas de neurotransmissdo monoaminérgicos, principalmente o
dopaminérgico e o noradrenérgico, sdo implicados na fisiopatologia do TDAH e no
mecanismo de acdo de medicamentos utilizados para o seu tratamento (Arnsten and Pliszka
2011; del Campo et al. 2011). A ligacdo desses neurotransmissores aos Seus receptores
desencadeia diversas alteracOes fisioldgicas envolvidas na modulagdo da atengdo, estado
de alerta e vigilancia, plasticidade sinaptica, memoria e aprendizado, locomocgao e outras
funcbes cognitivas e executivas normalmente prejudicadas no TDAH (Biederman and
Spencer 1999; Prince 2008; Sarinana et al. 2014; Shinohara et al. 2018).

A dopamina (DA) e a noradrenalina (NE) modulam suas fungdes por um
mecanismo com padrdo de ‘U invertido’, ou seja, tanto a atividade muito intensa (por
exemplo, durante situacdes de estresse) quanto muito baixa (por exemplo, estado de sono)
prejudica o seu funcionamento (Vijayraghavan et al. 2007; Arnsten 2007). As interacdes
entre os sistemas dopaminérgico e noradrenérgico, bem como a regulacdo orquestrada
entre essas vias, é essencial para uma modulacdo adequada das funcbes desempenhadas
pelo CPF, como memoria de trabalho e atencdo (revisado em Xing et al. 2016). Na
verdade, a DA e a NE compartilham diversas caracteristicas bioquimicas, e muitas vezes
interagem ndo sé com seus respectivos transportadores e receptores, mas também de forma
ndo candnica com 0s componentes do outro sistema (Sanchez-Soto et al. 2016). Por
exemplo, a DA é recaptada pelo transportador de DA (DAT), mas também pelo

transportador de noradrenalina (NET) em condicfes patoldgicas e/ou regibes cerebrais com
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baixa disponibilidade de DAT, como é o caso do CPF (Moron et al. 2002; Arai et al.
2008). Além disso, a transmissao noradrenérgica precisa estar funcionando adequadamente
para que a DA seja liberada (Ventura et al. 2005). Nesse sentido, a auséncia de neurénios
dopaminérgicos na area ventral tegmental induz o aumento da atividade dos neurdnios
noradrenérgicos no locus ceruleus, e vice-versa (Guiard et al. 2008).

No entanto, o TDAH envolve uma neurobiologia complexa que parece ser
consequéncia da interacdo entre varios sistemas neurofisiologicos disfuncionais. Por
exemplo, alteracGes nos sistemas serotonérgico, glutamatérgico e GABAérgico também ja
foram demonstradas no transtorno (Moore et al. 2006; Edden et al. 2012; Bollmann et al.
2015; Bauer et al. 2016; Hou et al. 2018; Wang et al. 2018a). A interacdo entre esses
sistemas também parece ser importante para a fisiopatologia do TDAH, por exemplo, a
alteracdo das funcdes dopaminérgicas desencadeia a modulacdo inadequada de vias nao
dopaminérgicas, principalmente a glutamatérgica e GABAérgica, o que levaria a falhas na
inibicdo de respostas e impulsividade (Sagvolden et al. 2005; Silveri et al. 2013).
Informacdes adicionais sobre a neuroquimica implicada no TDAH podem ser encontradas

no capitulo IX - item 9.1.5.

1.2.2. Exocitose de neurotransmissores e 0 TDAH

Os processos de transmissdo de VArios neurotransmissores, bem como suas
interacdes, sdo implicados nas diferentes dimensdes da sintomatologia do TDAH. Para que
a comunicacdo entre neurénios ocorra, 0s neurotransmissores sintetizados no citoplasma e
armazenados dentro de vesiculas nos neurdnios prée-sinapticos sdo liberados na fenda
sinaptica em resposta a despolarizacdo, onde irdo ativar seus respectivos receptores nos
neurdnios pos-sinapticos. Esse processo normalmente ocorre de forma rapida e a cessacao
de uma transmissdo sinaptica ocorre através de diferentes mecanismos, incluindo a
recaptacdo dos neurotransmissores pelos seus respectivos transportadores, degradacao
quimica por enzimas metabolizadoras e ligacdo aos receptores-alvo (revisado em Kavalali
2015). A regulacdo de todas essas etapas envolve diversas proteinas, que podem ser
especificas para um determinado neurotransmissor ou em comum para mais de um sistema,
de forma que a alteracdo em qualquer um desses componentes pode prejudicar o balanco

da transmisséo sinaptica e causar alteracdes no funcionamento do cérebro.
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Ao passo que cada sistema usualmente possui transportadores, vesiculas de
armazenamento e receptores especificos, todos eles dependem do processo de liberacdo
(exocitose) de neurotransmissores que envolve um conjunto comum de proteinas. Assim, a
modulacdo desses mecanismos de exocitose poderia explicar os achados implicando varias
vias de neurotransmissores no TDAH. Essa liberacdo envolve um mecanismo geral de
fusdo de membranas e é controlada por componentes que apresentam homologos na
maioria das membranas celulares, abrangendo um conjunto comum de familias de
proteinas e seus diferentes membros. Mais especificamente, proteinas que compdem o
complexo SNARE (N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein receptors) séo
responsaveis pelo processo de exocitose. O complexo SNARE € constituido por membros
das familias do SNAP-25 (Synaptosomal-associated protein 25), da VAMP (Vesicle-
associated membrane protein) e da STX (Syntaxin), as quais interagem criando um
agrupamento de quatro hélices que aproxima as membranas das vesiculas as plasméticas
para posterior fusdo (Figura 1). Outras familias de proteinas com fungdo regulatéria
interagem com esse complexo, como a STXBP (Syntaxin-binding protein), CPLX
(Complexin), SYP (Synaptophysin), SYT (Synaptotagmin) e pequenas GTPases da familia
Rab3 (Sudhof 2013; Rizo 2018).
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Figura 1. Formacdo do complexo SNARE no neur6nio pré-sinaptico para a liberacgéo
de neurotransmissores. A. Os componentes centrais do complexo SNARE (SNAP-25,
VAMP-1 ou VAMP-2 e STX1A) e a proteina regulatéria SYT1 sdo mostrados
individualmente. B. Montagem do complexo SNARE através da ligacdo de seus membros
centrais formando um agrupamento de quatro hélices que aproxima as membranas das
vesiculas as plasmaticas para posterior fusdo. C. Apés o influxo de célcio (Ca®*) e sua
ligagdo a SYTL1 ocorre a fusdo das membranas vesicular e plasméatica com consequente
liberacdo dos neurotransmissores. A figura e a versdo original da legenda podem ser
encontradas em Cupertino et al. (2016).
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A atividade do complexo SNARE e consequente liberacdo de neurotransmissores
depende do influxo de célcio e sua ligagdo com a SYT1 (Xu et al. 2009). Resultados
obtidos a partir de estudos com os ratos espontaneamente hipertensos (SHR), que € um dos
modelos animais mais aceitos para 0 TDAH, indicam que sistemas envolvendo sinalizacao
de célcio encontram-se alterados nos SHR em comparacdo ao seu controle Wistar-Kyoto
(WKY) (Horn et al. 1995; Lehohla et al. 2001; Lehohla et al. 2004). Em concordancia com
esses achados, os SHR também apresentam menor turnover de DA (que reflete a liberagéo
e metabolismo) na substancia negra, area ventral tegmental, estriado e CPF (Linthorst et al.
1994; de Villiers et al. 1995). Isso reflete maior recaptacdo e reutilizacdo de DA (em
concordancia com os altos niveis de DAT encontrados em SHR) e assim, metabolismo
reduzido ou ainda, menor liberacdo de DA com prejuizo na sua transmissao nesse modelo.

Outras evidéncias de que proteinas envolvidas na liberacdo de neurotransmissores
séo essenciais para o adequado funcionamento das funcgdes cerebrais sdo provenientes de
estudos sugerindo que os niveis de SNAP-25 e SYT1 no fluido cerebrospinal podem ser
Uteis como biomarcadores precoces para o declinio cognitivo da doenca de Alzheimer
(Brinkmalm et al. 2014; Ohrfelt et al. 2016). Os niveis de SNAP-25 e SYT1 foram
significativamente maiores em pacientes com prejuizo cognitivo moderado ou com
deméncia devido ao Alzheimer quando comparados a controles (Brinkmalm et al. 2014;
Ohrfelt et al. 2016), sugerindo que essas medidas podem auxiliar no monitoramento da

degradacdo sinaptica e consequente prejuizo cognitivo.

1.3. Fatores etioldgicos ambientais para o TDAH

Apesar de o0 TDAH apresentar um forte componente genético, inimeras variaveis
ambientais também tém sido propostas como fatores de risco para a predisposi¢do a esse
transtorno (Froehlich et al. 2011). Dentre eles, destacam-se baixo peso ao nascer,
prematuridade (Franz et al. 2018) e exposi¢do materna a fatores adversos ou substancias na
gestacdo (Liew et al. 2014; Eilertsen et al. 2017; Zhang et al. 2018; Sandtorv et al. 2018).
No entanto, as associa¢fes ambientais observadas ndo possuem relacdo direta de causa e
efeito, pois existem outros fatores ndo mensurados nesses estudos que podem estar
confundindo esses resultados. Fatores ambientais e bioldgicos agem de forma conjunta na
etiologia do TDAH (Faraone and Biederman 2002). Mais detalhes sobre fatores etiologicos
ambientais estdo descritos no capitulo IX - item 9.1.5.
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1.4. Fatores etiologicos genéticos para o TDAH

A influéncia genética na susceptibilidade ao TDAH passou a ser mais amplamente
explorada a partir de achados clinicos demonstrando que os sintomas de hiperatividade
tendiam a agregar-se em familias (Morrison and Stewart 1971; Cantwell 1972). Desde
entdo, estudos com familias demonstraram que pais ou irmdos de pacientes com TDAH
apresentam um risco de 5 a 10 vezes maior de desenvolver o transtorno quando
comparados a controles (Biederman et al. 1990; Biederman et al. 1992). Além disso, filhos
de adultos com TDAH também apresentam risco aumentado para o transtorno (Biederman
et al. 1995). Os estudos com gémeos apontam que a susceptibilidade ao TDAH apresenta
um forte componente genético, estimando uma herdabilidade de aproximadamente 80%
(Faraone et al. 2005; Chang et al. 2013; Larsson et al. 2014). Outras consideracdes sobre a
herdabilidade sdo apresentadas no capitulo IX - item 9.1.5.

Devido a essa forte influéncia genética, ha grande interesse em identificar regides
cromossOmicas e genes que possam estar envolvidos com a fisiopatologia desse transtorno.
Considerando que se trata de um fenétipo complexo, essa investigacdo baseia-se
principalmente em explorar variantes genéticas comuns. Nesse sentido, as principais
abordagens utilizadas sdo os estudos de ligacdo, os estudos de associagdo de gene
candidato e GWAS (Faraone and Larsson 2019).

1.4.1. Estudos de ligacdo

Os estudos de ligacdo foram os primeiros a utilizarem métodos que envolvem
varredura gendmica, nesse caso para a identificacdo de sequéncias de DNA localizadas em
regides cromossdmicas transmitidas com maior frequéncia do que o esperado (ou seja,
ligadas ao fendtipo) para os individuos afetados de uma familia. Apesar de algumas regides
ja terem demonstrado evidéncia de ligacdo com o TDAH, os achados individuais nédo
alcancaram nivel de significAncia genémica e ndo foram replicados consistentemente
(Faraone and Mick 2010). Uma regido do cromossomo 16 (entre 64 Mb e 83 Mb) foi a
Unica que demonstrou evidéncia de ligacdo com significancia em nivel gendmico em uma
meta-analise (Zhou et al. 2008). A falta de resultados consistentes para outras regides
indicou ser pouco provavel que existissem variantes de grande tamanho de efeito para o
TDAH e que, portanto, os estudos de associacdo seriam mais promissores do que oS

estudos de ligacao para a investigacdo de genes implicados nesse transtorno.
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1.4.2. Estudos de gene candidato

Em comparagdo com os estudos de ligagdo, um volume bem maior de estudos de
associacdo do tipo gene candidato foi conduzido para a identificacdo de fatores genéticos
envolvidos na susceptibilidade ao TDAH. Os genes codificadores de proteinas dos
sistemas de neurotransmissdo dopaminérgico e noradrenérgico tém sido extensamente
investigados como candidatos, principalmente devido ao envolvimento dessas vias como
alvo dos medicamentos usados no tratamento do TDAH.

A meta-andlise conduzida por Gizer et al. (2009) sustenta associacdes
significativas para 8 variantes nos genes DRD4 (dopamine receptor D4), DRD5 (dopamine
receptor D5), SLC6A3 ou DAT1, SLC6A4 ou 5-HTT (serotonin transporter), HTR1B (5-
hydroxytryptamine receptor 1B) e SNAP25. No entanto, ha heterogeneidade significativa
entre os achados dos diferentes estudos (Gizer et al. 2009). Outra meta-analise, que incluiu
apenas adultos com TDAH, relatou uma associacao para variantes do gene BAIAP2 (brain-
specific angiogenesis inhibitor 1 - associated protein 2), envolvido na morfogénese e
maturacao dos espinhos dendriticos (Bonvicini et al. 2016). Em geral, as associa¢des tanto
para criangas como para adultos apresentam um pequeno tamanho de efeito, com odds
ratios em média menores que 1.5. Além desses, outros genes catecolaminérgicos
implicados na susceptibilidade ao TDAH incluem os que codificam o transportador
SLC6A2 ou NET e ADRA2A (adrenoceptor alpha 2A), e as enzimas DBH (Dopamina-beta-
hidroxilase), MAOA (monoamine oxidase A) e COMT (catechol-o-methyltransferase)
(revisado em Faraone and Mick 2010).

Como mencionado anteriormente, a exocitose de neurotransmissores é um
mecanismo especialmente abrangente e que tem o potencial de mediar a funcéo de todos 0s
sistemas de neurotransmissdo implicados no TDAH, e portanto, € promissor como
mecanismo candidato. O sistema inclui varios genes ja estudados no TDAH, como
SNAP25, SYT1 e SYT2, VAMP1 e VAMP2, STX1A e SYN1 (Synapsin I), mas eles ainda ndo
apresentam dados suficientes para inclusdo em meta-analises (Sanchez-Mora et al. 2013;
Bonvicini et al. 2016; Cupertino et al. 2016; Cupertino et al. 2017). Na amostra brasileira
utilizada nessa Tese, ja foram observados resultados especialmente promissores
envolvendo o gene SYT1 e o TDAH, bem como outros fendtipos externalizantes
(Cupertino et al. 2016; ver capitulo IX - item 9.1.2).
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1.4.3. Estudos de associagao por varredura gendmica

Os GWAS constituem um meétodo de analise em larga-escala que é considerado o
mais promissor para revelar possiveis regides do genoma envolvidas na susceptibilidade a
fenotipos multifatoriais, incluindo o TDAH (Neale et al. 2010c). Ha alguns anos foi
desenvolvido um painel de SNPs em microarranjo de DNA para estudos genéticos de
associacdo em larga escala de fenotipos psiquiatricos, conhecido como Psych Chip
(Infinium PsychArray BeadChip; Illumina), através do qual a nossa amostra e outras
provenientes de grupos participantes de diversos consorcios foram genotipadas. Este
microarranjo de DNA possui ampla cobertura gen6mica, além de ter contetdo
especificamente voltado para estudos relacionados a transtornos psiquiatricos, ampliando
assim, a probabilidade de identificar variantes genéticas associadas a estes fendtipos. Em
geral, os GWAS tém se mostrado de grande importancia pela possibilidade de apontar
novos genes/loci candidatos. No entanto, a principal limitacdo dessa abordagem é que
requer grandes tamanhos amostrais para a identificacdo de associagdes significativas, e
assim as primeiras tentativas de GWAS para o TDAH obtiveram sucesso aquém do
esperado (Lasky-Su et al. 2008b; Lasky-Su et al. 2008a; Neale et al. 2008; Mick et al.
2010; Neale et al. 2010a; Neale et al. 2010b; Hinney et al. 2011; Fliers et al. 2012;
Stergiakouli et al. 2012; Ebejer et al. 2013; Yang et al. 2013).

O primeiro estudo relatando sinais de associacdo em nivel gendmico (valor de P <5
x 10®) para o TDAH foi uma meta-analise de GWAS que contou com amostras de 20.183
casos e 35.191 controles provenientes do IPSYCH (do inglés, Lundbeck Foundation
Initiative for Integrative Psychiatric Research) e PGC (do inglés, Psychiatric Genomics
Consortium), em que foram encontradas associa¢des para 12 loci independentes (Demontis
et al. 2019). Dentre elas, destaca-se o gene FOXP2 (forkhead box p2), o qual foi
previamente implicado no TDAH em adultos (Ribasés et al. 2012) e em transtornos de
linguagem (Lai et al. 2003). Outros genes associados também apresentam relevancia
biolégica, como o DUSP6 (dual specificity phosphatase 6) que regula a homeostase de
neurotransmissores através da modulacdo dos niveis de DA das sinapses. Em outra meta-
analise de GWAS recentemente publicada, que incluiu nove amostras de adultos com
TDAH provenientes do consorcio SAGA (do inglés, Study of ADHD trait genetics in
adults), o SNP mais fortemente associado foi 0 rs12661753 no gene STXBP5-AS1 (P =
3.02x10°"), que codifica um RNA longo ndo codificante (Arias-Vésquez et al. 2019). Esse
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SNP também apresentou associacdo nominal (P = 3.07x10%) na amostra de criancas com
TDAH do consorcio EAGLE (do inglés, Early Genetics and Lifecourse Epidemiology)
(Middeldorp et al. 2016). Ja na meta-analise incluindo ambas as amostras do SAGA e
EAGLE, o SNP mais associado foi 0 rs12664716 (P = 2.05x10°') que também esta
localizado no gene STXBP5-AS1 e apresenta alto desequilibrio de ligacdo com o
rs12661753 (Arias-Vasquez et al. 2019). No entanto, a variante index rs12661753 néo foi
associada com a susceptibilidade ao TDAH no estudo que incluiu as amostras do iPSYCH
+ PGC (P = 0.6316). Os autores também avaliaram a funcionalidade desse gene e
demonstraram que ele é capaz de modular a expressdo do STXBP5, gene envolvido na
formacéo do complexo SNARE.

Diante desse cenéario, destaca-se o importante papel do desenvolvimento de
consorcios internacionais entre grupos de pesquisa para aumentar o tamanho amostral, e
assim ampliar a identificacdo de novos loci associados ao transtorno, bem como confirmar
associacbes em amostras de replicacdo independentes. Além disso, abordagens que
utilizam dados de varredura genémica, mas contam com técnicas estatisticas que
aumentam o poder estatistico para detec¢cdo de associagdes, tais como a analise combinada
de variantes em genes relacionados a uma mesma via ou gene-sets, também constituem
ferramentas promissoras para 0 entendimento dos mecanismos envolvidos na
neurobiologia do TDAH (de Leeuw et al. 2015). Utilizando essa analise de enriquecimento
de vias de genes, por exemplo, Mooney et al. (2016) apontaram para vias envolvendo a
regulacdo da liberacdo de neurotransmissores, crescimento dos neuritos e orientacdo
axonal como fatores importantes a serem considerados na etiologia do TDAH (Mooney et
al. 2016).

1.5. Alteracgdes proteébmicas no TDAH

Sabe-se que as proteinas desenvolvem um importante papel funcional na
fisiopatologia de transtornos psiquiatricos, em que modificacdes de estrutura, de expressao,
de interacdes, entre outras, sdo capazes de alterar a funcionalidade dos sistemas bioldgicos
(Sokolowska et al. 2015). Considerando que os padrdes de expressdo génica ndo se
correlacionam completamente com os padrfes de expressdo proteica, técnicas de
protedmica complementam a transcriptomica e oferecem uma inferéncia mais proxima dos

processos bioldgicos envolvidos na fisiopatologia de transtornos psiquiatricos, permitindo
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a identificacdo de modificaces em nivel proteico. Dessa forma, cresce a utilizagdo dessa
técnica na psiquiatria com o objetivo de buscar biomarcadores que possam ser (teis para o
diagnostico, progndstico e desenvolvimento de novos alvos terapéuticos para o tratamento
dessas doencas.

A pesquisa de biomarcadores protedmicos pode ser feita em tecidos post-mortem
ou fluidos bioldgicos de humanos, bem como em modelos animais ex vivo, comparando 0s
resultados entre casos e controles, ou, ainda, comparando grupos que receberam tratamento
farmacoldgico com um grupo ndo tratado (Thome et al. 2012). A analise protedbmica
refere-se ao estudo do conjunto de proteinas expressas no tecido/fluido de interesse, sem a
definicdo a priori de proteinas candidatas, sendo, portanto, um processo gerador de
hipdteses. De maneira geral, as etapas de uma andlise protedmica envolvem: (1)
isolamento de proteinas de um determinado tecido ou fluido bioldgico em condigdes
diferentes (como em uma condicdo patolégica versus normal; ou ainda sob efeito de
alguma intervencdo farmacol6gica ou ambiental); (2) fracionamento e separagdo de um
complexo conjunto de proteinas; (3) analise das fragdes separadas por espectrometria de
massa e (4) uso de ferramentas de bioinformatica e bancos de dados especificos para o
processamento de dados.

Maiya et al. (2007) empregaram essa abordagem utilizando cérebro de ratos
DBA2/J (muito usados em estudos de comportamentos relacionados a funcéao
dopaminérgica) em busca de proteinas que interagem com o DAT, que é o alvo terapéutico
dos psicoestimulantes (principais medicamentos utilizados para o tratamento do TDAH), e
encontraram interacdes com 20 proteinas de diferentes funcbes, como de transporte, do
citoesqueleto, associadas a matriz extracelular e canais iénicos. Dentre elas, destaca-se as
interacdes com o canal de potassio do tipo Kv2.1 e Synl, envolvidos na regulacdo na
liberacdo de neurotransmissores (Maiya et al. 2007). Outro estudo, avaliando o CPF,
estriado e mesencéfalo de ratos Wig (um possivel modelo animal para o TDAH),
demonstrou diferenca de expressao de 19 proteinas em relacdo aos controles, dentre elas 5
envolvidas na liberacdo de neurotransmissores e 0 restante em processos mais gerais, como
os de metabolismo, transporte, sintese proteica e citoesqueleto (Hirano et al. 2008). Vale
destacar, no entanto, que ndo ha estudos avaliando alteragdes protedmicas induzidas pela
administracdo do psicoestimulante metilfenidato no tratamento do TDAH, tema alvo dessa

Tese.
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Por outro lado, a protedmica tem sido amplamente utilizada para avaliar os efeitos
de drogas de abuso em vias bioquimicas e redes de proteinas. Uma revisao que relne
resultados de estudos sobre o perfil de expressdo proteica ap6os o uso de diversas drogas de
abuso aponta principalmente para o envolvimento da transmissdo sinaptica e vias de
sinalizacdo de funcOes neuronais em resposta a essas substancias (Wang et al. 2011). A
avaliacdo do perfil proteico sindptico no ndcleo accumbens de ratos apds a exposi¢do ao
psicoestimulante metanfetamina revelou alteracfes em proteinas envolvidas com estresse
celular, plasticidade sindptica e neuroadaptacdo (Bosch et al. 2015). Esses resultados, além
de confirmarem o envolvimento de proteinas previamente relacionadas & dependéncia de
substancias, também foi capaz de identificar outras proteinas para as quais ainda ndo
existiam evidéncias de descritas na literatura.

Além da avaliacdo de mudancas na expressao proteica ap6s a administracdo de
farmacos de uso terapéutico ou de abuso, também é comum a utilizacdo da protedmica
para a investigacdo de efeitos de fatores ambientais. Por exemplo, Womersley et al. (2015)
observaram que, ap0s a separa¢do materna, proteinas envolvidas com morfologia neuronal,
sinalizacdo, metabolismo e energia apresentaram-se diferencialmente expressas em ratos
da linhagem SHR (como mencionado anteriormente, o modelo animal mais utilizado para
0 TDAH), quando comparadas as linhagens controle WKY e Sprague Dawley. Esses
resultados sugerem que as diferencas encontradas estdo relacionadas principalmente ao
fenotipo apresentado pelos ratos SHR e reforcam a importancia de interacdes gene-
ambiente na modulacdo do desfecho comportamental.

De maneira geral, os estudos que existem até o momento utilizando a abordagem
protedmica no TDAH sdo preliminares e necessitam replicacdo. Para doengas com causa
biolégica mais clara, como o cancer, ou até mesmo algumas doencas neurodegenerativas
como o Alzheimer e Parkinson, a utilizacdo dessa técnica para a identificacdo de
biomarcadores tem alcancado um sucesso maior do que para transtornos psiquiatricos
(Alawam 2014). Ainda assim, esse tipo de abordagem é extremamente promissor para a
compreensdo dos mecanismos biolégicos envolvidos na etiologia de doengas complexas
como o TDAH, na resposta terapéutica a diferentes medicamentos utilizados no tratamento

desses transtornos, bem como para a identificagdo de novos alvos terapéuticos.
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1.6. Tratamento do TDAH

O grande prejuizo individual e social decorrentes da sintomatologia do TDAH gera
a demanda por tratamento, que pode ser farmacologico, ndo farmacoldgico ou a
combinacdo de ambos. O tratamento ndo farmacoldgico compreende treinamentos
psicossociais e comportamentais que estimulam funcBes neuropsicolégicas especificas
normalmente associadas ao TDAH, como as cognitivas e executivas. No entanto, uma
recente meta-analise realizada em amostras de criancas e adolescentes ndo apresenta
evidéncias de que a aplicacdo individual de treinamentos de atencdo e de memoria de
trabalho e neurofeedback tenha um efeito significativo na redugdo da sintomatologia
central do TDAH (Catala-Lopez et al. 2017). Por outro lado, o treinamento
comportamental, principalmente feito pelos pais com participacdo ativa da crianca e dos
professores, demonstrou ser superior ao placebo, porém inferior ao uso de estimulantes
(Catala-Lopez et al. 2017). Em adultos, apesar de efeitos benéficos terem sido
demonstrados para algumas intervencGes nao-farmacoldgicas, como mindfulness
(Cairncross and Miller 2016) e a terapia cognitiva comportamental (Jensen et al. 2016;
Dittner et al. 2018), mais evidéncias sdo necessarias para esclarecer o valor terapéutico
desse tipo de tratamento.

De acordo com vérios guias terapéuticos, incluindo o British Association of
Psychopharmacology e National Institute for Health and Care Excellence (Bolea-
Alamafac et al. 2014; NICE guideline 2018), o0s psicoestimulantes, como
lisdexamfetamina e MPH, sdo considerados o tratamento farmacoldgico de primeira
escolha para o0 TDAH. Para os pacientes que nao toleram ou ndo respondem a esses
medicamentos, a atomoxetina é o farmaco de segunda escolha, seguida por outros
medicamentos ndo estimulantes, incluindo agentes adrenérgicos e antidepressivos (Kooij et
al. 2010).

1.6.1 Consideraces sobre o tratamento em adultos

A trajetoria dos sintomas de TDAH desde a infancia até a vida adulta ainda néo é
completamente compreendida, e as taxas de persisténcia sdo bastante variaveis entre os
estudos (Biederman et al. 2010; Karam et al. 2015). Fatores como gravidade dos sintomas,
tratamento farmacologico e comorbidades psiquidtricas tém se apresentado como

importantes preditores da persisténcia do TDAH na vida adulta (Karam et al. 2015; Caye et
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al. 2016). Sugere-se que 0 aumento da idade possa estar associado ao declinio dos sintomas
(Biederman et al. 2000; Faraone et al. 2006). Essa mudanca na apresentacao clinica ocorre
em todas as dimensBes sintomatoldgicas, com maior intensidade de declinio para a
hiperatividade (70%), seguido pela impulsividade (50%) e pela desatencdo (40%)
(Biederman et al. 2000). Essa mudanga nas dimens@es sintomatoldgicas entre a infancia e a
vida adulta também impacta a estratégia de tratamento. Além disso, o fato de ndo haver
uma completa sobreposicéo de fatores genéticos associados com o TDAH e seu tratamento
em criancas e adultos pode sugerir que diferentes mecanismos estejam envolvidos nesses
grupos. Isso também pode ser consequéncia das diferengas nas dimens@es sintomatoldgicas
mais importantes de acordo com a idade.

Conforme mencionado anteriormente, adultos e criancas apresentam diferentes
perfis de comorbidades, e isso também influencia a abordagem a ser utilizada para o
tratamento. As comorbidades devem ser consideradas e avaliadas em cada caso para
definir as alternativas terapéuticas tanto para o0 TDAH quanto para a comorbidade. Ver
alguns exemplos de estratégias terapéuticas no capitulo IX - item 9.1.5.

Outro aspecto importante do tratamento de adultos com TDAH refere-se a
aderéncia e persisténcia ao tratamento. Nesse sentido, fatores que ja foram associados a
ndo aderéncia e/ou a descontinuidade do tratamento incluem ser do sexo masculino, niveis
educacionais baixos, falta de percepcao de eficacia, e a presenca de comorbidades como 0s
transtornos bipolar, obsessivo compulsivo, opositor desafiante, abuso de alcool, fobia
social, entre outros (Victor et al. 2009; Sobanski et al. 2014).

Todas essas questes prejudicam o andamento de projetos envolvendo desenhos
experimentais que incluam a coleta de informag6es sobre o tratamento, pois requerem a
homogeneidade da proposta de tratamento e seguimento desses pacientes. Essas sdo as
principais razfGes para 0s pequenos tamanhos amostrais encontrados entre 0s grupos de
pesquisa, e para a heterogeneidade na caracterizacdo fenotipica das amostras, o que limita
0 desenvolvimento de estudos com maior potencial para identificacdo de fatores

envolvidos na resposta ao tratamento.

1.6.2. Metilfenidato (MPH) — principal estimulante utilizado no tratamento do TDAH
O MPH foi inicialmente sintetizado em 1944 por Leandro Panizzon e

comercializado em 1954 pela Ciba-Geigy Pharmaceutical Company. O nome comercial
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derivou do nome da esposa de Panizzon, Marguerite ou “Rita”, que usava o farmaco
durante seus jogos de ténis. No entanto, levou algum tempo até ele que fosse utilizado para
o tratamento da hiperatividade em criangas. As primeiras indica¢des para a utilizacdo desse
medicamento incluiam fadiga cronica, estados depressivos, letargia e narcolepsia. Com o
aumento do interesse no reconhecimento do diagnéstico do TDAH, o uso do MPH para
esse fim também cresceu, e as indicacGes atualmente aprovadas pelo Food and Drug
Administration, 6rgdo regulatério de alimentos e medicamentos dos Estados Unidos,
incluem TDAH e narcolepsia (revisado em Morton and Stockton 2000; Lange et al. 2010;
Wenthur 2016).

Atualmente, o MPH ¢é o psicoestimulante mais amplamente utilizado
mundialmente, e estudos de meta-analise confirmam sua seguranca e eficcia na reducéo
dos sintomas de TDAH tanto em criangas e adolescentes (Catala-Lopez et al. 2017;
Cortese et al. 2018) quanto em adultos (Castells et al. 2011; De Crescenzo et al. 2017;
Cortese et al. 2018). O MPH também produz efeitos benéficos sobre algumas funcdes
executivas frequentemente prejudicadas em individuos com TDAH, como o controle
inibitério, memoria de trabalho e atencéo sustentada, e essa associacdo independe da idade
(Tamminga et al. 2016). Apesar de sua eficacia comprovada no alivio dos sintomas em
individuos com TDAH, uma proporcdo consideravel dos pacientes ndo apresenta resposta
sintomatologica adequada e/ou interrompe o tratamento precocemente (Spencer et al.
1996; Gajria et al. 2014). As principais raz0es relatadas para a interrup¢do do tratamento
sdo efeitos colaterais, ineficacia e/ou resposta desfavoravel (Gajria et al. 2014). Os efeitos
colaterais mais comuns incluem irritabilidade, insénia, perda de apetite, agitacdo e
ansiedade. O sistema de liberacdo da forma farmacéutica também influencia a aderéncia ao
tratamento com MPH. As formulacdes de liberacdo prolongada (Concerta® e Ritalina
LA®) proporcionam melhor aderéncia do que as de liberacdo imediata (Ritalina®), pois a

frequéncia da administracdo de cada dose apresenta um intervalo mais longo.

1.6.2.1. Farmacocinética do MPH

Na maioria das formulagdes disponiveis, o0 MPH é administrado como uma mistura
racémica dos enantibmeros d-MPH e I-MPH (Figura 2), sendo a primeira a forma
farmacologicamente ativa do composto (Markowitz and Patrick 2008). A absorcéo apds

administracdo oral de MPH é répida e quase completa, com 0s picos de concentragdo
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plasmética sendo alcancados entre 1.5 e 2.5 horas para a formulacdo de liberacdo imediata
(Barkley 2018). A Ritalina LA® produz perfil bimodal na curva de tempo-concentragcdo no
plasma, apresentando dois picos separados por aproximadamente 4 horas, enquanto que o
Concerta® atinge o pico inicial de concentracdo plasmatica entre 1 e 2 horas, mas continua
a aumentar nas horas subsequentes, com concentracdo plasmatica maxima sendo atingida
em cerca de 6 a 8 horas (Modi et al. 2000). O MPH sofre extenso metabolismo de primeira
passagem, e por isso sua biodisponibilidade absoluta € em torno de 23% e 5% para o d- e |-
enanatiémero, respectivamente (Srinivas et al. 1993).

Ao alcangar a circulacdo sanguinea, o MPH ¢é distribuido entre o plasma e
eritrocitos e a ligacdo a proteinas é baixa. A metabolizagdo do MPH ¢é realizada
majoritariamente por hidrélise pela enzima hepatica carboxilesterase CES (1A1l), formando
0 seu principal metabolito, o acido alfa-fenil-2-piperidino acético ou acido ritalinico
(Figura 2), que ¢é farmacologicamente inativo (Faraj et al. 1974). O tempo de meia vida de
eliminacdo varia entre 3 a 4 horas para todas as formulagfes (Modi et al. 2000). A maior
parte da dose total administrada € excretada pela urina e uma proporcdo pequena pelas
fezes sob a forma de metabolitos entre 48 a 96 horas. Somente pequenas quantidades

(<1%) de MPH inalterado s&o encontradas na urina (Faraj et al. 1974).

Conjugation or Deesterification

6-Oxomethylphenidate (lactam)
and p-Hydroxymethylphenidate
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Figura 2. Vias metabdlicas do metilfenidato em humanos. A figura original e extensa

caracterizagdo farmacocinética do MPH podem ser encontradas em Yang et al. 2014.
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1.6.2.2. Mecanismo de a¢do do MPH

O mecanismo de ac¢do central proposto inicialmente para o MPH indicava apenas o
bloqueio do DAT para as acOes desse medicamento. Esse processo inibe a recaptacdo de
DA para 0s neur6nios pré-sinapticos e leva a maior disponibilidade desse neurotransmissor
na fenda sindptica. Acreditava-se que essa amplificacdo apenas da atividade dopaminérgica
seria suficiente para resultar na melhora do déficit de atengdo, funcionamento cognitivo e
hiperatividade motora (Wilens 2008). Posteriormente, observou-se que o MPH ¢é capaz de
bloquear ndo s6 0 DAT, mas também o NET e com uma intensidade ainda maior: em doses
terapéuticas um bloqueio de 70-80% foi observado para os NETS, enquanto que para oS
DATSs essa ocupagdo e de 60-70% (Hannestad et al. 2010). Atualmente, o bloqueio de
ambos os transportadores observados em diversos estudos de neuroimagem é a hipotese
mais aceita para explicar os efeitos farmacologicos do medicamento (Zimmer 2017),

conforme ilustrado na Figura 3.

Neurdnio
pré-sinaptico

Receptores de DA Receptores de NE

\ Neurénio 7~
pos-sinaptico
Figura 3. Mecanismo de acdo do metilfenidato. Inibicdo da recaptacdo de dopamina
(DA) e noradrenalina (NE) a partir do espaco extracelular para o neurdnio pré-sinaptico
através do bloqueio dos transportadores de DA e NE (DAT e NET, respectivamente). Esse

processo leva ao aumento da concentragdo desses neurotransmissores na fenda sinaptica,
amplificando a neurotransmisséo. Figura criada na plataforma Mind the Graph.
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No entanto, mecanismos adicionais parecem estar envolvidos nas a¢6es do MPH, e
uma hipétese alternativa baseada em evidéncias de estudos experimentais foi postulada por
Heal et al., 2014. Através de uma revisao sobre os inibidores da recaptacdo de DA, 0s
autores concluem que o MPH, bem como a cocaina, apresentam perfil neuroquimico e
propriedades discriminativas muito distintos de outros medicamentos pertencentes a
mesma classe. Os autores ndo questionam a hipdtese comumente aceita, mas sugerem que
os efeitos de ambos os psicoestimulantes envolvem principalmente a libera¢do dependente
de voltagem de DA e outras monoaminas, através de um mecanismo de “agonismo
inverso” do DAT (Figura 4; Heal et al. 2014).

Normal DAT function Cocaine “inverse agonism” of DAT
Dopamine nerve [] Extracellular Dopamine nerve 1 Extracellular
terminal space terminal space
Low[Na'] High [Na’] [Na*] [Na*]

==
= —
=3
High [DA] ‘ ad High [DA] ‘C Low [DA]

%- G e Q* v H-

Na* _— Na* —_—

Na* Na* *
= K* €<——— K*
High [K*] Low[K*] High [K*] Low[K*]
[ﬁ Voltage-gated, fast Na* channel (mm
l;l * Sodium/potassium ATP
a O channel
Dopamine reuptake transporter ! .

=== (DAT) with cocaine binding site a Cocaine Dopamine

Figura 4. Mecanismo de acdo alternativo proposto para metilfenidato, cocaina e
compostos relacionados. A esquerda: funcdo normal do transportador de dopamina
(DAT), que é responsavel pela recaptacdo da dopamina (DA) da fenda sinaptica para
dentro do neurénio pré-sinaptico. A direita: esquematizacdo do mecanismo farmacol6gico
proposto de agonismo inverso, em que a ligacdo desses agentes ao DAT levaria a
mudancas conformacionais que resultariam na abertura tempordria do canal do
transportador. Esse processo facilitaria o transporte reverso de DA do neurdnio pré-
sinaptico para a fenda sinadptica. A figura e a versdo original da legenda podem ser
encontrada em Heal et al. (2014).
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1.6.2.3. Evidéncias adicionais relacionadas as a¢des do MPH

Ainda que o mecanismo de a¢do do MPH venha sendo extensivamente estudado,
suas acdes no nivel celular ainda sdo pouco compreendidas. Estudos experimentais tém
sido desenvolvidos na tentativa de esclarecer 0s mecanismos existentes por tras de seus
efeitos farmacologicos. Em nivel pré-sindptico, o MPH demonstrou induzir uma
redistribuicdo do VMAT-2, produzindo uma alteracdo da transmissdo dopaminérgica por
um mecanismo independente de DAT. Essas modificacbes envolveram o aumento da
velocidade do transporte de DA para dentro dessas vesiculas, com consequente aumento do
seu conteudo e da velocidade de liberacdo (Volz et al. 2007; Riddle et al. 2007; Volz et al.
2008). O VMAT-2 é essencial para a captacdo de DA do citoplasma para o interior de
vesiculas sinapticas, as quais serdo armazenadas para posterior liberacdo. Dessa forma, as
proteinas associadas a essas vesiculas constituem importantes reguladores tanto para o
fluxo de DA dentro dos neurénios, como para a liberagdo DA mediada por vesiculas. Além
disso, considerando que elas foram manipuladas farmacologicamente, nesse caso por
MPH, elas podem representar um alvo para o tratamento de transtornos que envolvem
transmissdo dopaminérgica alterada, como o TDAH.

Por outro lado, outro estudo ndo encontrou diferencas nos niveis de VMAT-2 com
o tratamento crénico com MPH (Simchon et al. 2010). No entanto, esse estudo nédo avaliou
as fracbes do VMAT-2 (citoplasmatica e associada & membrana) separadamente, COmo nos
estudos anteriores e, por tanto, ndo se pode descartar a possibilidade da ocorréncia da
redistribuicdo de VMAT-2. Além disso, o tratamento com MPH foi associado a menores
niveis de DAT e menor liberacdo de DA basal (sem estimulo). Os autores sugerem que é
possivel que o blogueio de DAT pelo MPH e o consequente aumento dos niveis de DA na
fenda sindptica possa ativar auto-receptores pré-sindpticos inibitorios, diminuindo a
liberacdo basal de DA, e que a baixa densidade de DAT seja um mecanismo
compensatério a esse processo (Simchon et al. 2010).

Outra acdo demonstrada pelo MPH, avaliada através do potencial pds-sinaptico
excitatorio em cortes de hipocampo de ratos, foi 0 aumento de ambos os mecanismos de
depressdo de longa duracdo (LTD) e potenciacdo de longa duracdo (LTP), fatores
envolvidos na plasticidade neuronal sinaptica e implicados no aprendizado e memoria. A
ativacdo de receptores de NE (3-adrenergicos € o mecanismo mais provavel sugerido para

mediar esse processo, considerando que a administragdo de um antagonista desses
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receptores, o timolol, bloqueou o efeito induzido pelo MPH (Dommett et al. 2008).
Estudos posteriores sugerem que o aumento da LTP induzido pelo MPH é mediado néo so6
pela a ativacdo dos receptores 3-adrenérgicos, mas também dos receptores pds-sindpticos
de DA D1/D5 (Jenson et al. 2015; Rozas et al. 2015). Considerando que a utilizacdo de
antagonistas dos receptores D1 e a-2 adrenérgicos suprime os efeitos farmacol6gicos do
MPH sobre tarefas envolvendo fungdes cognitivas no CPF (Arnsten and Dudley 2005;
Andrews and Lavin 2006; Gamo et al. 2010), a interacdo do MPH com esses receptores
parece explicar a melhora cognitiva resultante do tratamento com esse medicamento.
Sugere-se ainda que esse processo envolva o deslocamento e insercdo de receptores
ionotropicos de glutamato AMPA funcionais para a membrana plasmética (Rozas et al.
2015), o que € plausivel considerando que o MPH também se mostrou capaz de modular as
correntes mediadas por receptores glutamatérgicos no CPF (Urban et al. 2013; Cheng et al.
2014).

O CPF parece ser a regido mais importante para as acdes do MPH em relacdo a
melhora cognitiva. Por exemplo, em comparacdo com o estriado, em situacGes de
funcionamento normal do DAT, ambas as regides apresentam niveis elevados de DA
(caracteristica essencial para as agdes do MPH). No entanto, em modelos de ratos knockout
para o gene DAT, o MPH induz aumento dos niveis extracelulares de DA apenas no CPF,
mas ndo no estriado (Takamatsu et al. 2015). Esses dados sugerem que mesmo com O
funcionamento cerebral alterado pela auséncia do DAT e pelo consequente estado
hiperdopaminérgico constitutivo desses animais, o0 CPF, mas ndo o estriado, mantém um
papel fundamental para os efeitos terapéuticos do MPH. Ainda que as a¢cdes do MPH no
estriado isoladamente ndo sejam capazes de explicar seus efeitos nas func¢des cognitivas, 0
envolvimento conjunto de ambas as regides parece mediar os efeitos terapéuticos do MPH
(Spencer et al. 2015). Ha ainda evidéncias de que baixas doses de MPH aumentam o
efluxo de DA e NE no CPF, ao contrario de outras regibes, em que as mesmas doses
demonstraram um impacto minimo no efluxo desses neurotransmissores (Berridge et al.
2006).

As diferencas de doses administradas também geram efeitos bastante distintos para
0 MPH, em que altas doses estdo associadas a um efeito inibitorio sobre a transmissdo
dopaminérgica, de uma maneira similar ao que acontece para a cocaina (Federici et al.

2014). A teoria proposta para explicar essa inibicdo é a redugdo do processo inicial da
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liberacdo de DA a partir das vesiculas sindpticas, o qual parece ser independente das
interacOes da cocaina e MPH com o DAT e da ativacdo dos receptores de DA do tipo D2.
Essa hipdtese vai ao encontro de dados adicionais demonstrando que baixas doses de
cocaina ou MPH aumentam a fosforilacdo de sinapsinas, enquanto que altas doses dessas
substancias diminuem a fosforilagdo, processo que parece ser necessario para a
mobilizacdo das vesiculas de DA para as membranas e subsequente liberacdo na fenda
sinaptica (Federici et al. 2014).

O conjunto de dados existentes até 0 momento permite inferir que o aumento das
catecolaminas, principalmente no CPF, e subsequente ativacdo de determinados receptores
é o principal mecanismo responsavel pelos efeitos terapéuticos observados no tratamento
com MPH. Essas acGes provavelmente desencadeiam alteracdes na atividade de outras
regides e redes, como as redes fronto-estriatais que conectam o CPF e o estriado, o0 que
pode contribuir para a acdo farmacoldgica do MPH. No entanto, as a¢fes terapéuticas do
MPH sobre os diversos sintomas relacionados ao TDAH ainda precisam ser melhor
esclarecidas, considerando que os efeitos em diferentes dominios parecem envolver

mecanismos moleculares especificos.

1.6.2.4. Efeitos do MPH na expressao de genes e proteinas

Modelos celulares, principalmente linhagens neuronais, tém sido muito dteis na
elucidacdo dos processos decorrentes da exposicdo ao MPH. Um estudo avaliando niveis
de neurotransmissores e expressdo génica voltada para componentes sinapticos em células
PC12 (linhagem neuronal derivada de feocromocitoma da medula suprarrenal de rato)
encontrou expressao reduzida de Sytl, Syt4, Stxla e Net em células tratadas com baixas
concentracdes de MPH, enquanto que altas doses ndo revelaram diferencas significativas
(Bartl et al. 2010). E importante destacar que essa investigacao foi realizada em células ndo
expressando DAT, pois o objetivo dos autores foi investigar os mecanismos moleculares
adicionais do MPH, independentemente do bloqueio do DAT. Esses resultados sédo
intrigantes  considerando que esse mesmo estudo, ao avaliar os niveis de
neurotransmissores, encontrou niveis extracelulares de NE maiores e de DA menores em
células tratadas quando comparadas aos controles, o que contradiz em parte outros estudos
demostrando niveis maiores de ambos 0s neurotransmissores no meio extracelular
(Kuczenski and Segal 2002; Koda et al. 2010; Takamatsu et al. 2015). No entanto, modelos

celulares e experimentais devem ser interpretados com cautela, pois ndo representam
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completamente as condicBes fisiologicas em humanos. Ainda assim, esses dados
corroboram a hip6tese de um envolvimento da exocitose nas a¢es do MPH (Volz et al.
2008; Simchon et al. 2010), considerando que SYT1, SYT4 e STX1A sdo proteinas que
agem em neurbnios pré-sinapticos regulando a liberagdo de neurotransmissores para a
fenda sinéptica.

O MPH modifica a expressdo de véarios outros genes/proteinas em diferentes
regides cerebrais de ratos. Entre eles estdo alguns fatores de transcricdo como o Bdnf
(Brain derived neurotrophic factor) (Brown et al. 2012), C-fos (Proto-oncogene c-fos) e
Zif268 ou Egrl (Early growth response 1) (Van Waes et al. 2010). Alteragdes induzidas
por MPH também foram relatadas para componentes envolvidos na plasticidade neuronal e
formacdo dos espinhos dendriticos, como Arc (Activity regulated cytoskeleton-associated
protein), IRSp53 (Insulin receptor substrate protein 53), Cdc42 (Cell division control
protein 42), Arp2 (Actin-related protein 2) e Homerl (Homer scaffold protein 1) com
efeitos diferenciais de acordo com as regides cerebrais (YYano and Steiner 2005; Quansah et
al. 2017).

Em humanos, a avaliacdo de células linfoblastéides derivadas de pacientes adultos
com TDAH e controles atraves da analise de um microarranjo de varredura transcriptémica
detectou 138 genes diferencialmente expressos em células tratadas com MPH. Houve
diferenga de expressdo, por exemplo, na ATXN1 (Ataxin 1), MAP3K8 (mitogen-activated
protein kinase kinase kinase 8), SLC2A3 ou GLUT3 (Glucose transporter type 3) e HEY1
(Hairy and Enhancer of Split-Related Proteinl) no tratamento crénico em controles, além
da ATXNL1 (Ataxin 1) e NAV2 (Neuron navigator 2) no tratamento agudo em pacientes com
TDAH (Schwarz et al. 2015). Os dados desse estudo, demonstrando que ndo hd uma
completa sobreposicdo das associacdes encontradas no grupo de pacientes com TDAH e no

grupo controle, sugerem uma acédo diferencial do MPH de acordo com o status diagndstico.

1.6.2.5. Alteracdes em regides cerebrais induzidas por MPH

Através da avaliacdo estrutural e funcional do cérebro, os estudos de neuroimagem
podem fornecer informacGes valiosas sobre as modifica¢Ges induzidas pelo tratamento com
MPH. O desenvolvimento das técnicas de neuroimagem, como a tomografia por emissao
de positrons, foi essencial para elucidar as interacfes entre o MPH e 0s seus principais

alvos moleculares e identificar a sua afinidade pelos transportadores DAT e NET (Volkow
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et al. 2002; Hannestad et al. 2010). No entanto, considerando os Vvarios estudos sugerindo
que os efeitos do MPH néo séo completamente explicados apenas pelo bloqueio desses
transportadores (Husson et al. 2004; Gronier 2011), a busca por alteragcdes cerebrais
decorrentes do tratamento com MPH € constante, pois pode ajudar na elucidacao de efeitos
farmacoldgicos complementares do MPH.

Nesse sentido, meta-analises apoiam um efeito induzido pelo MPH de
normalizacdo do volume da massa cinzenta, que se encontra reduzida em pacientes com
TDAH, em regides dos ganglios basais envolvidas com o controle motor, como o putamen,
globo pélido e ndcleo caudado (Nakao et al. 2011; Frodl and Skokauskas 2012). Essas
alteracdes foram observadas principalmente em criancas, enquanto que em adultos a regido
associada foi o cortex cingulado anterior, que estd envolvido com o processamento e
regulacdo emocional (Frodl and Skokauskas 2012). No entanto, a alta heterogeneidade
entre os estudos deve ser considerada na interpretacdo desses resultados, como diferencas
de género, dose, tempo de tratamento, perfil de comorbidades, entre outros. Além disso, a
mega-analise mais recente que confirma resultados anteriores demonstrando que 0s
volumes do ndcleo accumbens, da amigdala, do caudado, do hipocampo, do putamen e o
intracranial encontram-se reduzidos em pacientes com TDAH, n&o apoia nenhum efeito do
tratamento com psicoestimulantes sobre o volume nessas regides (Hoogman et al. 2017).

Os estudos investigando funcdo cerebral através da técnica de ressonancia
magnética funcional (fMRI) também sdo bastante heterogéneos em seus desenhos
metodoldgicos (Spencer et al. 2013), mas 0s mecanismos mais consistentes propostos para
explicar os efeitos benéficos do MPH envolvem a ativacdo do CPF inferior, dos ganglios
basais e do cerebelo durante testes de funcdes cognitivas e executivas (Czerniak et al.
2013; Spencer et al. 2013; Rubia et al. 2014). Além disso, 0 MPH parece restabelecer a
sincronia entre as redes DMN (do inglés, Default Mode Network) e TPN (do inglés, Task-
Positive Network), que se encontra desregulada em pacientes com TDAH (Liddle et al.
2011; Querne et al. 2017).

As informacdes provenientes de estudos de neuroimagem estruturais e funcionais
que avaliam os efeitos do MPH sdo muito valiosas; no entanto, poucos estudos foram
conduzidos até o momento, principalmente quando se trata de desenho longitudinal.
Assim, mais estudos sdo necessarios para esclarecer as alteracdes cerebrais produzidas pelo

tratamento agudo e crénico com MPH.
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1.6.2.6. Fatores genéticos associados a susceptibilidade da resposta ao MPH

Existem vérias evidéncias na literatura de que a variabilidade interindividual
observada na resposta a estimulantes pode ser explicada, pelo menos em parte, pela
variacdo genética. Estudos realizados ha mais de 35 anos com gémeos avaliaram aspectos
fisioldgicos e subjetivos da resposta apds administracdo de amfetamina e observaram uma
concordancia maior entre 0s gémeos monozigoticos, sugerindo a contribuicdo de fatores
genéticos para essas respostas (Nurnberger et al. 1982; Crabbe et al. 1983). Anos depois,
Kendler e cols. (2005) estimaram a herdabilidade do uso lifetime de substancias
estimulantes (excluindo cocaina) em 0.42, enquanto que a da cocaina foi estimada em 0.70
(Kendler et al. 2005).

Em relacdo a resposta ao tratamento com MPH, nenhum estudo especifico estimou
a sua herdabilidade isoladamente. No entanto, diversos estudos de associacao,
principalmente em criancas com TDAH, apontam para uma importante contribuicdo
genética para a variabilidade da resposta terapéutica. A mais recente meta-analise realizada
em criancas aponta polimorfismos nos genes SLC6A2/NET, COMT, ADRAZ2A,
SLC6A3/DAT1 e DRD4 como possiveis preditores da eficacia do MPH (Myer et al. 2017).
O polimorfismo de numero variavel de repeticbes em tandem (VNTR) de 40 pares de bases
na regidao 3’ do gene DAT1 é um dos mais estudados, sendo o gen6tipo homozigoto de 10
repeticdes associado a pior resposta ao MPH (Myer et al. 2017).

Tratando-se de adultos com TDAH, ha uma escassez de resultados significativos
em estudos farmacogenéticos do MPH (Contini et al. 2013; Rovaris et al. 2014). A meta-
analise mais recente conclui que para a maioria dos polimorfismos ndo ha estudos
suficientes para conduzir meta-analises (Bonvicini et al. 2016). Nesse estudo, o0 Unico
polimorfismo para o qual foi possivel realizar a meta-analise foi 0 VNTR de 40 pares de
bases no gene DAT1, em que ndo foi encontrada associacao para a resposta ao MPH. Até o
momento, apenas 7 estudos de gene candidato foram conduzidos para amostras de adultos
com TDAH, avaliando um total de 18 genes e a maioria deles apresenta resultados
nominais ou ndo significativos, conforme apresentado na Tabela 1. (Mick et al. 2006;
Kooij et al. 2008; Contini et al. 2010; Contini et al. 2011; Contini et al. 2012; Hegvik et al.
2016; da Silva et al. 2018). E importante destacar que 4 desses estudos foram realizados
pelo nosso grupo, sendo que um deles esta apresentado no capitulo Il como parte dessa

Tese. Esse altimo demonstrou uma associa¢do robusta entre um polimorfismo no gene
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SYT1 (rs2251214) e diversos desfechos do tratamento com MPH, incluindo a resposta
sintomatoldgica e a persisténcia do uso do medicamento em curto e longo prazo (da Silva
et al. 2018).

Em relacdo a estudos de associacdo em larga escala avaliando a resposta ao MPH
em criangas com TDAH, nenhum resultado significativo a nivel de GWAS foi encontrado
(Mick et al. 2008; Pagerols et al. 2018). A falta de sucesso em apontar variantes genéticas
associadas esta provavelmente relacionada com o pequeno tamanho amostral dos estudos,
que incluiram menos de 200 individuos. Para adultos, nenhum GWAS em relacdo a
resposta ao tratamento do TDAH foi realizado até o0 momento. No entanto, a nossa amostra
de adultos foi utilizada para testar a associagdo dos escores de risco poligénico gerados a
partir dos dados de GWAS de um desses estudos em criangas. Apesar de nenhum resultado
significativo ter sido encontrado, uma andlise integrativa combinando os resultados
nominais provenientes desse GWAS com ferramentas de bioinformatica revelou alguns
candidatos promissores para a amostra de criancas, sendo que parte deles também foi
replicado na nossa amostra de adultos (Pagerols et al. 2018; ver capitulo IX - item 9.1.3).

E importante direcionar esforcos para a realizacdo de estudos farmacogenémicos,
pois os GWAS, além de fornecerem hipéteses sobre etiologia dos transtornos e
mecanismos de acdo de medicamentos, apresentam a potencialidade de auxiliar na
identificacdo de novos alvos terapéuticos. O poder destes estudos em identificar novos
alvos terapéuticos pode ser avaliado através do sucesso dessa técnica em apontar alvos ja
conhecidos e utilizados na clinica (Cao and Moult 2014). Um exemplo de sucesso desta
abordagem envolve um dos mais importantes GWAS na érea da psiquiatria, no qual uma
das regiGes associadas com esquizofrenia inclui o gene DRD2, codificador do alvo
terapéutico de todos os farmacos antipsicéticos eficazes (Ripke et al. 2014).

No entanto, como mencionado anteriormente, esse tipo de estudo requer um
tamanho amostral muito grande. Isso constitui um desafio ainda maior no caso de estudos
farmacogendmicos, considerando a dificuldade inerente ao desenho de seguimento. Essa
dificuldade é representada pelo pequeno tamanho amostral dos grupos que estudam
farmacogenética do TDAH mundialmente, especialmente em adultos. Nesse cenario, é
ainda mais importante a aplicacdo de abordagens que utilizam os dados de varredura
gendmica, mas que contam com técnicas com o potencial de aumentar o poder estatistico

para a deteccdo de associacBes, como as analises de gene-sets (de Leeuw et al. 2015).



Tabela 1. Publicacbes de estudos farmacogenéticos em adultos com TDAH.
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~ . Tamanho Medicamento/ Gene-
Referéncia-— amostral Dose Desfecho polimorfismo Resultado
Micketal. 106 IR- e OROS- Delta (ASRS) DAT1-3> VNTR Sem associacéo
(2006) MPH; 0.5-1.0
mg/kg/dia
Kooijetal. 42 IR-e OROS-  Reducgéo > 30% DAT1-3° VNTR DAT1-3° VNTR: Homozigotos para o
(2008) MPH; 0.5-1.0 (ADHD-RS) + CGI-S DRD4-120 bp ins/del alelo de 10 repeticdes apresentaram pior
mg/kg/dia <2. DRD4- 48 bp VNTR resposta. Nao foi aplicada correcdo para
NET-4 bp ins/del multiplos testes
Continiet 171 IR-MPH; >0.3  Reducéo > 30% DAT1-rs2652511 Sem associagéo
al. (2008) mg/kg/dia (SNAP-1V) + CGI-S  DAT1-Int8 VNTR
<2 DAT1-3°’VNTR
Continiet 165 IR-MPH; >0.3 Reducéo > 30% ADRA2A-rs1800544 Sem associagdo
al. (2011) mg/kg/dia (SNAP-IV) + CGI-S  ADRA2A-rs1800545
<2. ADRA2A-rs553668
Continiet 164 IR-MPH; >0.3 Reducéo > 30% HTR1B-rs11568817 Sem associagéo
al. (2012) mg/kg/dia (SNAP-1V) + CGI-S  HTR1B-rs6296

<2

HTR1B-rs13212041
SLC6A4-5-HTTLPR
TPH2-rs1843809
TPH2-rs4570625
DBH-rs1611115
DRD4-48 bp VNTR
COMT-rs4680
SNAP25-rs3746544
SNAP25-rs363020
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Hegvik et 564

al. (2016)

IR-MPH; ER-
MPH

Questionario
personalizado para
classificacédo de
respondedores e ndo
respondedores.

GRM7- rs3792452
DRD5-18.5 kb 5-prime
VNTR
LPHN3-rs6551665
LPHN3-rs6858066
LPHN3-rs2345039
DAT1-rs2963238
DAT1-rs2652511
DAT1-3’UTR VNTR
ADRA2A-rs1800544
ADRA2A-rs553668
DRD4-Exon 3 VNTR
BDNF-rs6265
BDNF-rs61888800
NET-rs28386840
NET-rs192303
SNAP25-rs3746544
SNAP25-rs1051312
COMT-rs4680

ADRA2A-rs1800544: Maior frequéncia
de portadores do alelo G entre ndo-
respondedores.

Essa associacdo nao sobreviveu a
correcdo para multiplos testes e nao foi
apoiada por meta-analise.

272 para 0s
desfechos 1
e2.

433 para o
desfecho 3.

da Silva et
al. (2018)

IR-MPH; >0.3
mg/kg/dia

1. Reducéo 30%
(SNAP-IV) + CGI-I <
2+média<l
(SNAP-1V).

2. Percentual de
reducao (SNAP-IV).
3. Status de
continuidade do
tratamento

STX1A-rs2228607
SYT1-rs1880867
SYT1-rs2251214
VAMP2-ins/del 26bp

SYT1-rs2251214: Homozigotos GG
apresentaram pior resposta e abandonam
o0 tratamento com maior frequéncia do
que portadores do alelo A.

As associagdes sobreviveram a correcao
para multiplos testes.

IR-MPH immediate-release methylphenidate; OROS osmotic release oral system; ER extended release; ASRS adult ADHD self-report
scale; SNAP-IV Swanson, Nolan and Pelham teacher and parent rating scale; CGI-S/I clinical global impression-severity/improvement.
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CAPITULO 11

Justificativa e Objetivos
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2.1. Justificativa

Os principais desafios enfrentados por profissionais da salide que estudam e
atendem pacientes com TDAH envolvem a grande heterogeneidade clinica e a
complexidade biologica envolvida na fisiopatologia desse transtorno, que apresenta
etiologia multifatorial. Esse cenario, associado a um ceticismo que muitas vezes levanta o
debate sobre a validade do diagnostico e seu tratamento, torna ainda mais complexa a
busca por um tratamento adequado que atenda as necessidades do paciente de forma
rapida, eficaz e segura. As dificuldades referentes ao ajuste do tratamento e o tempo
prolongado que frequentemente sdo observados para 0 manejo dos sintomas até que uma
resposta satisfatoria seja alcangada, causam um impacto negativo enorme na vida do
individuo, que se estendem para os ambitos familiar e social, bem como para o ambiente
de trabalho e/ou académico.

Apesar de o0 MPH ser o medicamento mais utilizado para o tratamento do TDAH
ha mais de 50 anos e apresentar eficicia e seguranca sustentadas por diversas meta-analises
(Catala-Lopez et al. 2017; Cortese et al. 2018), existe uma grande variabilidade em relacéo
a dose necessaria, ao perfil de resposta sintomatolégica e de tolerabilidade, e uma
proporcao consideravel de pacientes interrompe o tratamento ao longo do tempo (Spencer
et al. 1996; Gajria et al. 2014). A necessidade de um tratamento adequado, que previna ou
reduza os desfechos prejudiciais decorrentes da presenca cronica dos sintomas de TDAH,
impulsiona a investigacdo de fatores que possam influenciar a resposta ao tratamento.

Neste contexto, a presente Tese, que com diferentes metodologias busca o
esclarecimento do papel de um mecanismo potencialmente central para as acdes do MPH,
auxiliara na elucidacdo das acfes farmacoldgicas e variabilidade da resposta ao tratamento
com MPH. Um conhecimento mais profundo a respeito dos mecanismos moleculares
subjacentes as suas acdes podera auxiliar na compreensao da fisiopatologia do TDAH em
si, além de contribuir para a orientacdo a terapéutica de pacientes que ndo respondem
adequadamente ao tratamento com MPH, e possivelmente para a identificacdo de novos

alvos terapéuticos em estudos futuros.
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2.2. Objetivos
2.2.1. Objetivo geral
Investigar com uma perspectiva translacional a resposta ao MPH no tratamento do

TDAMH, tendo como foco principal a via da exocitose de neurotransmissores.

2.2.2. Objetivos especificos

- Testar a associacdo dos polimorfismos em genes do complexo SNARE com uma
ampla gama de desfechos relacionados a resposta ao tratamento com MPH em adultos com
TDAMH (capitulo 111);

- Explorar em uma perspectiva gendmica atraves da abordagem de gene-sets o
efeito de vias relacionadas a liberacdo de neurotransmissores sobre a resposta ao
tratamento com MPH em adultos com TDAH (capitulo 1V);

- Realizar a anélise protedmica exploratdria das alteracdes induzidas por MPH no
cortex cerebral de ratos WKY, com posterior enriquecimento funcional em vias bioldgicas
(capitulo V);

- Avaliar o papel das vias bioldgicas inferidas pela analise protebmica em
analises de gene-sets envolvendo a reposta ao MPH na amostra clinica de adultos com
TDAH (capitulo V);

2.2.3. Objetivos complementares

- Avaliar os efeitos de um polimorfismo (SYT1-rs2251214) especialmente
implicado na resposta ao MPH sobre a susceptibilidade ao transtorno por uso de cocaina
(capitulo VI);

- Realizar a analise protedbmica das alteracGes induzidas por MPH no cortex
cerebral de ratos SHR (modelo animal para 0 TDAH), sob uma perspectiva voltada para a
comparagdo com os achados prévios em ratos WKY e validagdo dos resultados mais
consistentes (capitulo VII - item 7.1);

- Avaliar os efeitos do MPH e da super-expressdo da Sytl, isolados ou
combinados, na morfologia dendritica de neurdnios primérios a fim de avaliar as relagdes
entre 0 gene e 0 medicamento em mecanismos de plasticidade sinéptica (capitulo VII —
item 7.2);



44

CAPITULO III

Exocytosis-related genes and response to
methylphenidate treatment in adults with ADHD.
Mol Psychiatry 23:1446-1452 (2018).
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CAPITULO IV

Neurotransmitter exocytosis pathways and response to

methylphenidate treatment in adults with ADHD.
Em preparacao.
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CAPITULO V

Differential proteomics of methylphenidate treatment
reveals a potential link between synaptic
neurotransmission and variability of therapeutic
response. Em preparacao.
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CAPITULO VI

Artigo complementar

The association between SYT1-rs2251214 and cocaine use
disorder further supports its role in psychiatry. Submetido
para Prog Neuropsychopharmacol Biol Psychiatry
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Breve contextualizagdo referente ao artigo complementar

O artigo apresentado neste capitulo é parte de uma abordagem complementar que
visa a extensdo de um conjunto intrigante de achados envolvendo um polimorfismo
especifico em um gene envolvido na exocitose de neurotransmissores (SYT1-rs2251214).
Esses resultados prévios demonstraram um efeito desse polimorfismo na susceptibilidade
ao TDAH (Sanchez-Mora et al. 2013; Cupertino et al. 2017) e outros fendtipos
externalizantes relacionados (Cupertino et al. 2017), bem como em diferentes desfechos da
resposta ao tratamento com MPH (da Silva et al. 2018; capitulo 111 da Tese). AssociacOes
envolvendo outros genes da via de liberagcdo de neurotransmissores também ja foram
relatadas para a susceptibilidade e gravidade da dependéncia de cocaina (Fernandez-
Castillo et al. 2012).

Ainda que o foco principal dessa Tese envolva o estudo do tratamento do TDAH
com o MPH, algumas particularidades instigaram a busca pelo papel desse polimorfismo
também na dependéncia de cocaina, como forma de complementar o conhecimento do
sistema de exocitose sobre a acdo de estimulantes de maneira mais ampla. Uma das
constatacdes que basearam a hipétese envolve o fato de que individuos com transtornos
por uso de substancias apresentam com maior frequéncia transtornos externalizantes em
comorbidade e que fatores genéticos comuns contribuem para esses fenotipos (Arcos-
Burgos et al. 2012). Sabe-se ainda que a cocaina compartilha os mesmos alvos terapéuticos
do MPH. Ambas agem como bloqueadoras da recaptacdo de DA e NE e compartilham
muito mais propriedades farmacolégicas entre si do que quando comparadas a outras
substancias pertencentes a mesma classe farmacologica (Heal et al. 2014). Assim, no
contexto dos resultados sugerindo um efeito do polimorfismo SYT1-rs2251214 tanto na
suscetibilidade a fendtipos externalizantes como na resposta ao também estimulante MPH,
a hipotese de envolvimento dessa variante também foi testada no transtorno por uso de
cocaina.

O artigo resultante esta apresentado a seguir e foi submetido para a revista Prog
Neuropsychopharmacol Biol Psychiatry, com o titulo “The association between SYT1-

rs2251214 and cocaine use disorder further supports its role in psychiatry.”
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CAPITULO VII

Dados e projetos complementares
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7.1. Analise protedbmica das altera¢des induzidas por MPH no cortex de ratos
espontaneamente hipertensos (SHR).

Este projeto prevé a expansédo das analises de protebmica no cérebro de ratos WKY
que resultou no artigo apresentado no capitulo V para um modelo animal de TDAH, o
SHR. A andlise dos dados ainda estd em andamento, de forma que o texto a seguir

descreve somente o embasamento do projeto.

7.1.1. Introducéo

O estudo dos sistemas bioldgicos de modelos animais para o TDAH tem sido
considerado de grande utilidade para um entendimento mais profundo das caracteristicas
complexas desse transtorno psiquiatrico. Mesmo que, obviamente, este tipo de estudo ndo
substitua os estudos clinicos, ele os complementa, permitindo a utilizacdo de grupos
geneticamente homogéneos, maior controle do ambiente e a possibilidade de uma ampla
variedade de intervencdes. Além de apoiar resultados provenientes de estudos clinicos, a
abordagem pode gerar novas hipoteses em relacéo a fisiopatologia e tratamento do TDAH
(Russell 2011). A utilizacdo desses modelos permite a realizacdo de experimentos dificeis
de serem conduzidos em humanos, como, por exemplo, a avaliagéo de tecido cerebral post-
mortem.

Dentre os diversos modelos animais existentes para o estudo do TDAH, o mais
utilizado e que melhor representa a condicdo de TDAH em humanos é o SHR. Essa
linhagem foi desenvolvida inicialmente como modelo para hipertensdo, a partir do
cruzamento seletivo de ratos WKY que apresentavam pressdo sanguinea sistélica elevada,
sendo em seguida observado que esses animais eram mais hiperativos que o seu progenitor.
Os SHR apresentam o0s principais sintomas comportamentais do TDAH (desatencdo,
hiperatividade e impulsividade) (Sagvolden 2000), além de exibirem modificacdes no
sistema dopaminérgico muito similares aquelas observadas em individuos com TDAH,
como reduzida liberagdo de DA e menor expressédo do gene DRD4 no CPF (Li et al. 2007).
Essa linhagem desenvolve hipertensdo apenas na vida adulta (de 12 a 14 semanas ap6s 0
nascimento), ndo estando presente nos ratos jovens hiperativos antes desse periodo. Os
ratos WKY sdo utilizados como controles normotensos para os SHR (Sagvolden and
Johansen 2012).
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Os SHR possuem ainda outras caracteristicas relevantes para a etiologia do TDAH.
Por exemplo, maiores concentracdes do receptor de DA do tipo D1 e D5 foram observadas
no estriado e nucleo accumbens desses animais (Carey et al. 1998). Também merece
destaque uma insercdo de 160 pb na regido upstream ao exon 3 do gene DAT dos SHR
(Mill et al. 2005), sendo essa caracteristica muito importante considerando os diversos
estudos clinicos associando polimorfismos nesse gene com o TDAH (Gizer et al. 2009).
Essa linhagem apresenta ainda expressao reduzida do mRNA do Snap25 no CPF (Li et al.
2009), corroborando resultados de estudos em humanos que mostram associacdo do gene
SNAP25 com o TDAH (Liu et al. 2016). Ainda nesse modelo, foi demonstrado que os
sistemas  catecolaminérgicos, principalmente o  dopaminérgico, encontram-se
hipofuncionais em regibes especificas do cérebro (estriado, nucleo accumbens e CPF), e
que essa condicdo provavelmente explica 0 comportamento caracteristico relacionado ao
transtorno (Miller et al. 2012; Miller et al. 2013), corroborando estudos clinicos e
psicofarmacoldgicos prévios (Wilens 2008).

O capitulo V da tese apresenta os resultados ja obtidos sobre o perfil protedmico em
ratos WKY tratados com MPH, com o enriquecimento funcional e a utilizacdo da
abordagem combinada com a genémica em uma amostra clinica. Tais dados apontam as
vias moduladas pelo MPH, cuja variabilidade genética por sua vez também influencia a
resposta ao tratamento. No entanto, as hipoteses geradas em WKY representam um
contexto independente do TDAH. Nesse sentido, a utilizacdo do modelo SHR com a
aplicacdo da mesma metodologia permitird a interpretacdo conjunta desses dados, com a
avaliacdo sobre as alteracGes de proteinas e vias bioldgicas compartilhadas em ambas as
condicGes ou especificas para cada uma delas.

7.1.2. Objetivos

O objetivo desse projeto é realizar a analise protedmica das alterac6es induzidas por
MPH no cértex cerebral de ratos SHR (modelo animal para o TDAH), sob uma perspectiva
voltada para a comparacdo com os achados prévios com os ratos WKY e validacdo dos

resultados mais consistentes
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7.1.3. Metodologia

O desenho experimental segue as mesmas etapas descritas para a andlise
protedmica em ratos WKY tratados com MPH e apresentado no capitulo V (representada
na Figura 1 do artigo), porém utilizando o modelo animal para TDAH (SHR). Os métodos
para identificacdo e analise protedbmica, com o enriquecimento funcional em vias
bioldgicas, também serdo os mesmos. No entanto, as analises posteriores permitirdo
comparar os dois grupos de resultados considerando ou ndo a sobreposicdo dos achados
entre os WKY e SHR, ou seja, as vias bioldgicas compartilhadas entre os modelos e
aquelas especificas do contexto biologico proprio do TDAH. Tais comparagdes podem
propiciar novas hipéGteses de andlises gene-set no contexto clinico, ao relacionar vias

bioldgicas com padrdes sintomatoldgicos.

7.1.4. Andamento do projeto e perspectivas

Toda a etapa experimental de tratamento dos SHR com MPH, isolamento do
cérebro para dissecacdo do cortex e extracdo de proteinas ja foram realizadas (ver capitulo
V; Methods). As amostras foram enviadas para o Sanford Burnham Prebys Medical
Discovery Institute , La Jolla, CA e encontram-se em procedimento de identificacdo e
quantificacdo do proteoma. A previsdo € que a analise protedmica e redacdo do artigo
sejam realizados ainda no ano de 2019.
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7.2. Efeitos do MPH e da super-expressdo de Sytl na morfologia dendritica de
neurdnios primarios

Este projeto contempla o periodo “sanduiche” com duragdao de 6 meses que foi
desenvolvido no Laboratory of Translational Psychiatry, Universitatsklinikum, Frankfurt,
Alemanha, sob supervisdo do Prof. Dr. Andreas Reif e co-supervisdo do Dr. Florian
Freudenberg. Como ainda ndo obtivemos os resultados, a descri¢cdo do projeto e as etapas

metodolodgicas realizadas no exterior durante esse periodo estdo apresentadas a seguir.

7.2.1. Introducéo

O processamento da informac&o cerebral é criticamente influenciado por alteragcoes
das propriedades funcionais da conectividade sinaptica, mudancas na forca sinaptica e
formacdo e estabilizacdo de conexdes (Qiu et al. 2011). O principal sitio de formacéo
dessas sinapses sdo os espinhos dendriticos, sendo que variacbes na densidade e
morfologia dessas estruturas, que podem ocorrer em resposta a experiéncias, determinam a
estabilidade e a forca de uma sinapse. Essas adaptacbes sdo capazes de modular os
mecanismos de conectividade sinaptica e plasticidade neuronal, as quais estdo envolvidas
em processos de aprendizado e memdria (Leuner et al. 2003; Sutton and Schuman 2006).
Por exemplo, a expansdo dos espinhos vem sendo associada com o mecanismo de LTP
(Yang et al. 2008), enquanto que o encolhimento dessas estruturas é relacionado com LTD
(Zhou et al. 2004). Ambos sdo fatores envolvidos na plasticidade neuronal sinéptica e
implicados no aprendizado e memdria. A formacdo de novos espinhos parece ser
importante para o aprendizado, enquanto que sua estabilizacdo e maturacdo estdo
envolvidas nos processo de formacdo de memoria, conforme ilustrado na Figura 5
(Bernardinelli et al. 2014).
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Figura 5. Plasticidade estrutural mediada por atividade. A esquerda: as redes
sinapticas sdo caracterizadas por um processo regulado de crescimento (espinho azul
escuro) e eliminacdo (linha pontilhada) dos espinhos. Meio: durante atividades de
aprendizado ocorre aumento da formacdo e eliminagédo de contatos sindpticos, permitindo o
remodelamento e adaptacdo da conectividade. A direita: 0s novos espinhos formados e as
sinapses ativas sao preferencialmente estabilizadas (circulos pontilhados vermelhos),
permitindo a manutencdo das conexdes funcionais importantes. A versdo original da
legenda e figura podem ser encontradas em Bernardinelli et al. 2014.

As alteracbes morfoldgicas possiveis na estrutura dos dendritos incluem a
arborizacdo dendritica, a quantidade e tamanho dos espinhos e a forma/tipo de espinho
(Figura 6). Essas modificacGes ocorrem dentro de diferentes escalas temporais, podendo
variar de minutos até dias, sendo que os espinhos dendriticos sofrem mudancas de forma
mais dindmica do que os dendritos em neurénios maduros. Os espinhos normalmente
medem menos que 2 um e se desenvolvem morfologicamente a partir de protrusées finas e
longas ou filopodia até espinhos maduros com uma forma morfologica definida, como os
mushrooms (Figura 6) (Risher et al. 2014).

Os espinhos do tipo filopodia sdo considerados os mais imaturos, pois eles
aparecem com maior frequéncia em um estagio precoce do desenvolvimento e
normalmente ndo apresentam sinapses funcionais. Esse tipo de espinho é mais susceptivel
a ser eliminado ao longo do tempo e esta relacionado ao aprendizado. Por outro lado, 0s
espinhos do tipo mushroom séo considerados maduros, estaveis nas sinapses e relacionados

aos processos de estabilizagdo da memoria (Bourne and Harris 2007).
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Figura 6. Caracteristicas geométricas para a identificacdo dos espinhos dendriticos.
(A) Espinhos dendriticos comuns encontrados no cortex e seu progresso de maturacéo (da
esquerda para a direita) a partir de estruturas longas e finas do tipo filopodia (vermelho) até
os espinhos do tipo mushroom (azul) e eventualmente os ramificados (roxo). (B) Arvore
dendritica de neurdnios piramidais do cortex de ratos corado pelo método de Golgi-cox. Os
diferentes espinhos estdo indicados pelas setas de acordo com as cores apresentadas em
(A). A versdo original da legenda e figura, bem como a caracterizacdo do método de
classificacdo, podem ser encontrados em Risher et al. 2014.

Considerando que as mudancas estruturais que ocorrem nos espinhos dendriticos
estdo fortemente relacionadas a funcionalidade das sinapses e parecem afetar processos
cognitivos, pequenas alteracbes podem ter um grande impacto na plasticidade e
conectividade dendritica, as quais vém sendo implicadas na sintomatologia de transtornos
psiquiatricos do neurodesenvolvimento, como o TDAH (Forrest et al. 2018).

Pacientes com TDAH apresentam déficit em fungdes cognitivas, como memdria de
trabalho, atencdo sustentada e aprendizado, que parecem melhorar ap6s o tratamento com
MPH (Britton 2012; Tamminga et al. 2016). O mecanismo pelo qual o0 MPH exerce essas
acOes ainda é desconhecido; no entanto, através do registro do potencial pds-sinaptico
excitatério em cortes de hipocampo de ratos ja foi demonstrada uma capacidade do MPH
de aumentar ambos os mecanismos de LTD e LTP, processos previamente associados com
alteracbes na morfologia dendritica (Dommett et al. 2008; Jenson et al. 2015; Rozas et al.
2015). Além disso, a exposicdo ao MPH foi associada a alteragcbes na densidade dos

espinhos dendriticos em regifes relacionadas a recompensa, 0 que pode estar ligado a
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plasticidade neuronal (Kim et al. 2009), sugerindo que esse possa ser um dos mecanismos
através dos quais o MPH exerce seus efeitos nas fung¢des cognitivas.

Além disso, considerando a hipdtese do envolvimento de mecanismos de liberagédo
de neurotransmissores nas acdes do MPH, especialmente a associacdo farmacogenética
encontrada envolvendo o gene Sytl (capitulo IlI), a investigagdo em nivel molecular das
diferengas entre o tratamento em condigdes normais ou alteradas nesses componentes €
bastante promissora para elucidar suas possiveis funcdes nas acées do MPH. Por exemplo,
a avaliacdo dos efeitos da inducdo de diferencas na expressdo da Sytl sobre a morfologia
dendritica de células neuronais tratadas ou ndo com MPH podera revelar o envolvimento
dos mecanismos de plasticidade sinaptica nas funcGes da proteina e nas acfes desse
medicamento. Na verdade, existem evidéncias de que a Sytl é capaz de regular a
morfologia neuronal em varios niveis. Uma translocacdo dependente de Ca** da Sytl para
a membrana plasmatica de dendritos durante a despolarizacdo foi demonstrada em
neurbnios do hipotadlamo, contribuindo para a modulacdo da arborizacdo dendritica
(Schwab et al. 2001). A super-expressao de Sytl também ja foi associada a formacdo de
novos axonios, sendo importante para a diferenciacao axonal (Greif et al. 2013; Inoue et al.
2015). E possivel que as alteragdes de morfologia neuronal observadas com as diferencas
de expressao da Sytl impactem as fungdes cognitivas.

Essa ideia é corroborada por estudos sugerindo que a medida dos niveis da SYT1
no fluido cerebrospinal pode ser util como biomarcador precoce para o declinio cognitivo
da doenca de Alzheimer. Os niveis de SYT1 foram significativamente maiores em
pacientes com prejuizo cognitivo moderado ou com deméncia devido ao Alzheimer
quando comparados a controles (Ohrfelt et al. 2016), sugerindo que essas medidas podem
auxiliar no monitoramento da degradacdo sindptica e consequente prejuizo cognitivo.
Apesar de o processo pelo qual a SYT1 podera exercer seu papel em fungdes cognitivas
ainda ndo ser claro, o envolvimento de alteracdes na morfologia dendritica é bastante
plausivel.

Assim, a avaliacdo da relacdo entre o uso de MPH e superexpressdo da Sytl na
morfologia dendritica pode auxiliar no entendimento de mecanismos de agdo dessa

proteina e sugerir novas hipoteses envolvendo a fisiopatologia e o tratamento do TDAH.
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7.2.2. Objetivo
O objetivo deste projeto é avaliar os efeitos do MPH e da super-expresséo da Syt1,
isolados ou combinados, na morfologia dendritica de neurénios primarios a fim de avaliar

as relagdes entre 0 gene e 0 medicamento em mecanismos de plasticidade sinaptica

7.2.3. Metodologia
7.2.3.1. Animais

Camundongos C57BL/6J wild-type foram utilizados para o isolamento de neur6nios
primarios. Os animais foram mantidos em condi¢6es ambientais controladas (temperatura
de 21+1°C e umidade de 55+5%) e com &gua e alimentagdo disponiveis ad libitum. Todos
os experimentos foram conduzidos de acordo com os guias e leis da Europa e Alemanha:
Directive of the European Communities Council of 24 November 1986 (86/609/EEC) e
German animal welfare laws (TierSchG and TSchV) e foram aprovados por autoridades
locais.

7.2.3.2. Producdo dos vetores virais

Para a construcdo e clonagem de um virus adeno-associado (AAV) expressando 0
gene Sytl, o produto de PCR da regido codificadora do gene Sytl foi utilizado como
sequéncia de inser¢édo (Figura 7.a). O cDNA utilizado para o PCR foi sintetizado a partir
de RNA, o qual foi extraido utilizando RNeasy® Plus Mini Kit (Qiagen) a partir de tecido
cerebral de camundongos. Foi utilizado como molde um vetor plasmidial contendo uma
variante do gene Nosl, o sinalizador mCherry e outros elementos necessarios para a
expressdo génica (Figura 7.b). Esse vetor molde esta descrito em Candemir et al. (2016).

A digestdo com enzimas de restri¢do foi realizada para o produto de PCR do Sytl
com Spel/EcoRI e para o vetor plasmidial com Nhel/Hindlll. Ap6s a clivagem, os
produtos sofreram uma reacdo de ligacdo através da enzima de ligacdo T4 ligase. O
construto esperado apos a ligacdo contém a insercdo da Sytl e todos os outros elementos

necessarios e facilitadores de expressao (Figura 7.c).
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Figura 7. Representacdo esquematica da estratégia utilizada para a construgdo do
vetor plasmidial expressando Sytl. A. Regido codificadora do gene Sytl (produto de
PCR). B. Vetor plasmidial utilizado como molde para obter o construto final. C. Construto
final do wvetor plasmidial ap6s as reacGes de clivagem e ligagdo: AAV-hSyn-
Syt1.3xFLAG.mCherry-WPRE (abreviado neste capitulo como AAV-Sytl).

Para confirmar se o produto da ligacdo obtido continha a sequéncia desejada, foram
transformadas células competentes de E. coli (One shot™ STBL3™). O volume total da
suspensdo de células de E.coli contida no tubo original foi misturada a 5 uL do produto da
ligacdo e a mistura mantida em gelo por 30 minutos. Apds esse periodo, a mistura foi
incubada a 42°C por 45 segundos e imediatamente recolocada no gelo por 2 minutos para
promover o choque térmico. Ao final, foi adicionado 250 uL do meio de crescimento
bacteriano (Super Optimal broth with Catabolite repression - SOC) Essa solucdo foi
mantida a 37°C por 1 hora sob agitacdo a 225 rpm e a seguir plagueada em placas de Petri
contendo aproximadamente 15 mL de meio Luria-Bertani (LB) sélido suplementado com o
antibiotico ampicilina a uma concentracdo final de 0,1%. As placas foram incubadas
overnight a 37°C em estufa.

Colonias resultantes da incubagé@o foram randomicamente coletadas e cultivadas em

meio LB liquido + ampicilina 0.1% por 16 horas sob agitacdo a 200 rpm para posterior
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extracdo do DNA plasmidial. A extragdo dos DNAs plasmidiais das colonias coletadas foi
realizada com o kit PureYield™ Plasmid Miniprep System (Promega). Os DNAs
plasmidiais provenientes das col6nias foram submetidos a reacdo de PCR utilizando um
par de primers desenhados especificamente para amplificar uma regido contendo o gene
Sytl a partir do novo construto (FFO9 e FF04; ver localizagdo aproximada na Figura 7.c).
As reacdes positivas foram clivadas com a enzima Hindlll. Os DNAs das reagdes contendo
o0s tamanhos corretos de banda apos a clivagem (4.991 pb e 1.621 pb) foram enviados para
sequenciamento utilizando os mesmos primers da reacdo de PCR. O DNA da isoforma
completa do gene Sytl foi utilizada para a producdo dos vetores virais. A linhagem celular
HEK AAV-293 foi utilizada para a transfeccdo seguindo o protocolo de producdo,
purificacdo e titulacdo de vetores virais adeno-associados descrito por McClure et al. 2011

e esquematizado na Figura 8.

7.2.3.3. Cultura de neurénios primarios de cortex e hipocampo

O isolamento das células foi realizado a partir do cérebro de filhotes recém-
nascidos (dia pés-natal 0 — P0O) de ratos C57BL/6J conforme descrito por Beaudoin et al.
2012. Brevemente, as regies do cdrtex e hipocampo foram dissecadas com o uso de um
estereomicroscopio e mantidas em solucdo salina tamponada Hank (HBSS) em gelo. Em
uma capela de fluxo laminar, o HBSS foi aspirado e os tecidos foram incubados em
tampdo fosfato-salino (PBS) contendo 0.05% tripsina/ 0.02% EDTA por 5 minutos em
banho-maria a 37°C. O tampdo contendo tripsina foi removido, os tecidos foram lavados
com HBSS por trés vezes e triturados em 2,5 mL do meio de cultura Neurobasal medium
(Life Technologies, Carlsbad, CA,USA) suplementado com 2% de suplemento B27 (Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA), 1% L-Glutamina e 1% Penicilina/Streptomicina. As
células foram plagueadas em uma densidade de 200.000 células/poco para o hipocampo e
300.000/poco para o cortex em placas de 24 pocos contendo laminulas de vidro de 12 mm
pré-tratadas com poli-D-lisina (0.1 mg/mL; Sigma Aldrich, St. Louis, Mo, USA). As
células foram mantidas no mesmo meio de cultura em que foram plaqueadas. O meio foi
trocado completamente nas primeiras 6h de cultura e posteriormente a metade do seu
volume foi substituida a cada 3 dias. Apo6s 3 dias in vitro (DIV3), o inibidor mitético
arabinoside citosina foi adicionado a uma concentracdo final de 2.5 uM para reduzir o

crescimento de células ndo neuronais.
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Figura 8. llustracdo esquematica do protocolo para producéo e purificacédo de
vetores virais adeno-associados (AAV). Células HEK-293 foram plaqueadas e mantidas
incubadas a 37°C e atmosfera de 5% CO? para crescimento até 70-80% de confluéncia
(~48 h). O vetor plasmidial de interesse (AAV-Sytl) e outros plasmidios (pH21, pRV1,
pHelper) contendo os elementos necessarios para a producdo dos virus foram transfectados
nas células HEK-293. O meio de cultura foi trocado 6 horas ap6s a transfeccao e as células
foram mantidas em cultura por mais 66 horas, momento em que foram coletadas em
suspensdo por raspagem. O processo de lise das células e coleta dos AAVs iniciou-se com
a centrifugacao, descarte do sobrenadante e ressuspensao do pellet em tampéao. Apds um
ciclo de congelamento (~5h) e descongelamento a suspensdo foi tratada com
Benzonase/NaDOC, incubada a 37°C em banho-maria por 1h, centrifugada para remoc¢éo
de restos celulares e submetida a um novo ciclo de congelamento (overnight) e
descongelamento antes da purificacdo. As particulas virais foram entdo purificadas através
de colunas de heparina utilizando uma bomba peristaltica e diferentes concentracdes de
solugéo contendo NaCl + Tris para os ciclos de lavagem e eluigéo final. A concentragéo e
esterilizacdo foram feitas em filtro de centrifuga Amicon® Ultra-4. Por fim, a titulacdo foi
realizada a partir da curva padréo de dilui¢Ges seriadas com concentracGes medidas atraves
de PCR quantitativo. Nesse momento, foram obtidos os AAVs purificados e prontos para
uso. Figura criada utilizando a plataforma Mind the Graph.
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7.2.3.4. Infecgdo com o AAV-Sytl e tratamento com MPH

As células neuronais foram infectadas apds 7 dias em cultura (DIV7) de acordo
com os diferentes grupos de infeccdo e tratamento. Os AAVs 6P-SEWB previamente
construidos (descrito por Candemir et al. 2016) para a expressdo de eGFP (enhanced green
fluorescent protein) foi utilizado para co-infectar as células em todas as diferentes
condigdes, como um marcador. O vetor expressando mCherry previamente construido
(descrito por Candemir et al. 2016) foi utilizado como controle para as comparagdes com
as células infectadas com vetores expressando Sytl. As células das condigdes reservadas
para expressar 0 AAV-Sytl foram infectadas com 2 x 10° particulas virais/poco. Os
neuronios super-expressando apenas mCherry ou Sytl foram tratados no DIV9 com uma
unica dose em 3 diferentes concentracoes finais de MPH (0.2 uM, 2 uM ou 20 uM) ou
veiculo como controle. Seis horas ap0s o tratamento, as células foram fixadas com solugéo
contendo 4% paraformaldeido/4% sacarose em tampédo 1x PBS por 10 minutos e lavadas
com 1x PBS. As laminulas contendo os neurdnios aderidos foram montadas em laminas de
vidro (Superfrost, ThermoFisher Scientific) usando o meio de montagem ProLong™
Diamond Antifade Mountant with DAPI (ThermoFisher Scientific). Cada condi¢éo inclui 5
replicatas, sendo 3 pogos reservados para cada condigdo em cada uma das replicatas

experimentais.

7.2.3.5. Aquisicao das imagens dos neur6nios

As laminas montadas contendo 0s neurdnios primarios foram visualizadas em
microscopio invertido (Zeiss Axio Observer Z1 + Colibri 2 LED lightsource) e as imagens
capturadas utilizando objetiva de 40x ou 100x com Oleo de imersdo. Neurdnios positivos
para imunofluorescéncia eGFP (Figura 9) e/ou mCherry (Figura 10) foram escolhidos

para a aquisicdo de imagens e analises posteriores.

7.2.4. Andamento do projeto e perspectivas

Durante o periodo de 6 meses de desenvolvimento do projeto na Alemanha, foi
possivel a construcdo dos vetores virais expressando Sytl, cuja sequéncia foi confirmada
através de sequenciamento. Além disso, a confirmacao da capacidade infecciosa dos virus
foi verificada em culturas de neurdnios primarios, conforme visualizado nas imagens

capturadas através do microscopio invertido (Figura 10).
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No entanto, devido a complicagBes técnicas, ndo obtivemos um ndmero de
replicatas experimentais com qualidade suficiente para a anélise da morfologia dendritica.
Né&o foi possivel repetir o experimento dentro prazo previsto e dessa forma, para obtermos
os resultados, o experimento devera ser realizado novamente para viabilizar as analises da
morfologia dendritica nas diferentes condicdes previstas.

A continuidade desse projeto estd planejada para ter inicio a partir de marco,
momento em que um colaborador ird iniciar suas atividades no Laboratory of
Translational Psychiatry com um projeto que prevé a utilizacdo dos vetores virais AAV-
Sytl. Conforme prevé o projeto original, a cultura de neurénios primarios sera realizada
novamente, com infecgdo pelos vetores virais AAV-Sytl j& construidos e tratamento com
MPH. No entanto, pequenas modificagdes no desenho experimental podem ser feitas por se
tratar de um projeto que podera ser desenvolvido em um periodo de tempo mais longo,
como por exemplo, testar a inducdo do silenciamento do gene Sytl e iniciar um tratamento
crénico com MPH nas células ao invés da dose Unica prevista. Ap6s a aquisicdo das
imagens dos neur6nios, a analise das mesmas sera realizada no Brasil com supervisao a
distancia do Dr. Florian Freudenberg. A analise das imagens prevé a avaliacdo das arvores
dendriticas, que sera realizada através do software Simple Neurite Tracer (Longair et al.
2011), com a utilizacdo de plug-ins que permitam a condugéo de Sholl analysis (Ferreira et
al. 2014) através do software ImageJ/Fiji (Schindelin et al. 2012).
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Figura 9. Neur6nio de hipocampo controle positivo para imunofluorescéncia eGFP.

Figura 10. Neurdnio de hipocampo infectado com o vetor viral expressando Sytl
(fluorescéncia positiva para mCherry).
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Como mencionado na introdugdo, o TDAH € percebido como uma caracteristica
fenotipica relevante, com relatos ha mais de dois mil anos, sendo que o tratamento com
MPH ¢ utilizado como primeira escolha ha décadas. Assim, apesar de o diagndstico do
TDAH ser muitas vezes questionado e entendido como uma consequéncia de aspectos
culturais e sociais recentes, ele € apoiado por relatos variados e muito antigos. Deve ser
reconhecido, no entanto, que esse debate gera um impacto positivo no aumento do
interesse cientifico pela busca de abordagens preventivas e terapéuticas cada vez mais
eficazes. Para alcancar o sucesso na elucidacdo dessas questbes, as abordagens mais
promissoras envolvem pesquisas interdisciplinares, utilizando o modelo translacional, ou
seja, “do leito a bancada e da bancada de volta ao leito”, do inglés from bedside to bench
and back, permitindo assim, a troca bidirecional de conhecimento entre a ciéncia basica
molecular e a clinica psiquiatrica. Nesse contexto, os dados obtidos durante a realizacdo
dessa Tese de Doutorado permitiram explorar as bases bioldgicas do uso de MPH, através
da utilizacdo de diferentes abordagens metodoldgicas sob uma perspectiva translacional,
fornecendo um importante conjunto de informacg6es que pode auxiliar na compreensao dos
mecanismos bioldgicos subjacentes ao tratamento e servir como base para guiar estudos
futuros.

O TDAH representa um problema com relevante impacto social e econdmico
quando ndo tratado adequadamente, pois esta associado a desfechos adversos que causam
prejuizos importantes para a qualidade de vida do individuo afetado, tendo implicacbes
negativas nos contextos social, académico e/ou profissional. Considerando que uma grande
proporcdo de pacientes ndo apresenta resposta satisfatoria com o uso de MPH, que é o
medicamento de primeira escolha, faz-se necesséria a identificacdo de fatores atuantes na
variabilidade observada. Além disso, os estudos realizados até o momento ndo foram
capazes de esclarecer completamente os mecanismos envolvidos na ampla gama de ac6es
farmacoldgicas apresentadas pelo MPH. Ainda, a escassez de resultados significativos em
estudos farmacogenéticos realizados em amostras de adultos com TDAH e a baixa
sobreposicdo com os achados em criangas impulsionam a busca de novos genes e vias
candidatos a serem explorados.

Os avancos alcancados na compreensdo da neurobiologia do TDAH auxiliam na
elucidacdo dos efeitos moleculares dos medicamentos utilizados para seu tratamento e

possiveis fatores envolvidos com a resposta terapéutica e vice-versa. Nesse sentido, 0s
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estudos de associacdo genética, de expressdo génica/proteica, e de funcdo molecular
realizados até o momento sugerem que diversas rotas bioldgicas estdo implicadas no
TDAMH, alem das amplamente estudadas vias de DA e NE. Da mesma forma, esté claro que
alteracbes apenas nessas vias ndo sdo suficientes para explicar todos os efeitos
farmacoldgicos do tratamento. Por exemplo, muitas das a¢6es do MPH demonstraram ser
independentes do DAT, que é o principal alvo terapéutico desse medicamento (Volz et al.
2007; Federici et al. 2014). Além disso, o envolvimento de outros neurotransmissores,
como a serotonina, 0 GABA e o glutamato, foi demonstrado tanto para a fisiopatologia do
TDAH quanto para os efeitos do MPH (Moore et al. 2006; Edden et al. 2012; Bollmann et
al. 2015; Bauer et al. 2016; Cheng et al. 2017; Wang et al. 2018b). Infelizmente, os
achados ainda nédo séo suficientes para apontar inferéncias claras de causa-efeito sobre as
relacBes entre as alteracBes observadas em todos esses sistemas, e de que forma eles
interagem para modular as funcGes prejudicadas no TDAH. Considerando que a exocitose
€ um processo comum para a neurotransmissao de varios sistemas, é plausivel sugerir que
alteracbes na atividade dessa rota possam gerar um impacto mais abrangente sobre
diferentes vias de neurotransmissores, as quais claramente dependem desse processo de
exocitose para um adequado funcionamento.

Essa hipdtese é apoiada por evidéncias resultantes de estudos experimentais, de
associacdo e in silico apontando o envolvimento das vias de liberacdo de
neurotransmissores tanto na neurobiologia do TDAH quanto nas acbes do MPH. Por
exemplo, uma revisdo de estudos farmacogenéticos de adultos com TDAH realizada pelo
nosso grupo explorou ferramentas de bioinformatica baseadas em bancos de dados de
sistedmica para apontar redes e interacbes de proteinas possivelmente implicadas na
resposta terapéutica ao MPH (Rovaris et al. 2014). Uma das redes reveladas envolve
componentes do complexo SNARE, que é o principal mediador da exocitose de
neurotransmissores. Além disso, conforme discutido em outro artigo de revisao conduzido
pelo nosso grupo (Cupertino et al. 2016, ver capitulo 1X - item 9.1.1), abordagens de gene
candidato tém revelado associacGes de diversos polimorfismos em genes do complexo
SNARE e seus componentes regulatorios com transtornos psiquiatricos, bem como com
sua resposta terapéutica, principalmente em relacdo ao TDAH (Cupertino et al. 2016).
Conforme mencionado no capitulo | dessa Tese, estudos experimentais também apoiam

efeitos do MPH sobre a transmissdo sinaptica mediada por vesiculas, em que o MPH foi
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capaz de aumentar o transporte e liberacdo de DA (Volz et al. 2007), e modular expresséo
de genes do complexo SNARE (Bartl et al. 2010; Zhou et al. 2019).

Essas evidéncias foram usadas como base para 0s artigos apresentados nos
capitulos 111 e 1V, que incluem as abordagens de gene candidato e gendmica. O primeiro
(capitulo 111) poderia ser contextualizado como o epilogo de uma era pré-gendmica,
complementando estudos anteriores do grupo envolvendo polimorfismos em genes
candidatos relacionados ao complexo SNARE e o TDAH. O segundo (capitulo 1) marca
0 inicio das atividades do grupo com abordagens gendémicas, contando entdo com dados de
varredura gendmica para avaliar o efeito combinado de variantes relacionadas as vias de

liberagdo de neurotransmissores, atraves de analises de gene-sets.

8.1. Abordagem de gene-candidato

A publicacdo do artigo contido no capitulo 111 em uma revista de grande relevancia
na area se deve em grande parte, obviamente além do interesse no resultado, tambeém a
extensa caracterizacdo fenotipica da amostra. Vale destacar principalmente a abrangéncia
dos dados de tratamento, que contam com informacdes de um seguimento de 7 anos. Além
disso, o tamanho amostral do estudo (433 individuos com dados de persisténcia no uso do
medicamento, sendo 111 acessados novamente apds 7 anos, e 272 com dados de resposta
terapéutica), apesar de relativamente pequeno, € ainda um dos maiores no mundo que
inclui diferentes desfechos e questionarios padronizados para a avaliacdo da resposta ao
tratamento com MPH. Assim, foi possivel detectar uma das poucas associacdes ja
publicadas para a farmacogenética do TDAH em adultos. Apenas duas associa¢fes prévias
ja tinham sido relatadas na literatura conforme apresentado na Tabela 1 do capitulo I dessa
Tese. A primeira associa¢do encontrada foi para o VNTR na regido 3’ do gene DAT1, em
um estudo considerado exploratorio que ndo aplicou correcdo para multiplos testes e
contou com uma amostra de 42 individuos (Kooij et al. 2008). O segundo estudo incluiu
uma amostra maior, com 564 individuos, e avaliou um total de 20 polimorfismos (Hegvik
et al. 2016) sem, no entanto, apresentar nenhum resultado significativo ap6s correcdo para
comparagBes multiplas. Por outro lado, 0 nosso estudo aponta uma associagao robusta do
polimorfismo SYT1-rs2251214 com uma série de desfechos relacionados ao tratamento
com MPH, incluindo a resposta sintomatologica, persisténcia no seguimento em curto e

longo prazo e motivos para interrupgdo do tratamento. Esses resultados corroboram a nossa
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hipéGtese sobre o envolvimento de componentes relacionados & exocitose sobre os efeitos
terapéuticos do MPH, considerando que o gene SYT1 codifica uma proteina regulatéria do
complexo SNARE. Ainda assim, devemos considerar que o tamanho amostral pode ser um
fator limitante para a detecgédo de associacGes de variantes com pequeno tamanho de efeito.
Dessa forma, ndo podemos descartar a possibilidade de resultados falso-negativos para 0s
outros polimorfismos avaliados nesse estudo (STX1A-rs2228607, VAMP2-26bp Ins/Del,
and SYT1-rs1880867), especialmente para o SYT1-rs1880867 que demonstrou uma
tendéncia de associacdo com o desfecho categorico de resposta ao MPH.

Em relacdo ao polimorfismo associado a resposta ao MPH no nosso estudo (SYT1-
rs2251214), um artigo que avaliou uma amostra de adultos com TDAH provenientes da
Espanha encontrou uma associacdo com o TDAH (Sanchez-Mora et al. 2013). Esses
resultados foram replicados na nossa amostra de brasileiros adultos de descendéncia
europeia em um estudo prévio do nosso grupo (Cupertino et al. 2017; capitulo IX - item
9.1.2), que além da associagdo com TDAH, demonstrou efeitos desse polimorfismo sobre
caracteristicas externalizantes, incluindo transtorno da personalidade antissocial e
gravidade dos sintomas de transtorno de oposicéo desafiante (Cupertino et al. 2017). Essas
associagGes, em conjunto com os dados incluidos nesta Tese, sugerem um possivel
background genético compartilhado entre esses fenotipos, em que o mesmo genétipo de
risco para esses transtornos também foi associado a pior resposta e a descontinuidade do
tratamento com MPH. Outra observacdo interessante € que fendtipos externalizantes, como
os transtornos de personalidade, sdo considerados preditores de um pior prognéstico do
curso e tratamento do TDAH (Robison et al. 2010; Olsen et al. 2012). Dessa forma, a
associacdao encontrada para a interrupgdo precoce do tratamento também pode sugerir a
possibilidade de um papel importante da SYT1 para fendtipos externalizantes. Como
resultados complementares a essas observacdes, 0s nossos achados envolvendo o SYT1-
rs2251214 e a susceptibilidade ao transtorno por uso de cocaina, outro estimulante que
compartilha alvos moleculares com o MPH, também corroboram a existéncia de um
background genético compartilhado entre esses fendtipos (capitulo V1).

Além dos achados provenientes de estudos de gene candidato, mais recentemente
esse gene também ja foi associado a outros desfechos relacionados a fendtipos
psiquiatricos por métodos de varredura gendomica, tanto utilizando metodos gene-based

(que avalia o efeito combinado de todos os SNPs do gene) quanto na avaliagdo individual
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dos SNPs. Um GWAS utilizando a amostra do UK Biobank revelou uma associagéo do
gene SYT1 com o fen6tipo neuroticismo, avaliado através do questionario de personalidade
Eysenck (EPQ-R-S, Eysenck Personality Questionnaire-Revised Short Form) (Luciano et
al. 2018). Outro GWAS, que tambem utilizou a amostra do UK Biobank para avaliar
caracteristicas de neuroticismo, apontou a associacdo especificamente do item de
irritabilidade do questiondrio EPQ-R-S com o gene SYT1 (Nagel et al. 2018). Além disso,
0 gene SYT1 foi associado com anos de estudo e desempenho cognitivo (Lee et al. 2018).
Alguns SNPs individuais também apresentam associacgdes significativas nos GWAS acima
mencionados, como 0 rs7963801 com desempenho cognitivo, 0 rs11113428 com
irritabilidade e o rs1245829 com anos de estudo. No entanto, nenhum deles esta em
desequilibrio de ligacdo com o rs2251214 aqui estudado e previamente associado nos
estudos de gene candidato. Isso € intrigante considerando o envolvimento desse
polimorfismo com vérios fenotipos relacionados e desperta o interesse para o entendimento
dos seus efeitos em nivel molecular. No entanto, ndo conseguimos identificar um papel
funcional para o polimorfismo, o que limita interpretacdes adicionais dos mecanismos por
trds dessas associacdes. Assim, na presente Tese passamos a utilizar metodologias mais
abrangentes na tentativa de compreender melhor o papel da via de exocitose de

neurotransmissores como um todo.

8.2. Abordagem gendmica (analises de gene-sets definidos a priori)

Na psiquiatria em geral, as abordagens genémicas tém sido de grande importancia
para a identificacdo de novos genes candidatos a serem investigados. Normalmente elas
sdo realizadas por meio de consorcios internacionais, pois exigem um grande tamanho
amostral para que seja possivel a deteccdo associa¢fes. No entanto, essa ainda ndao é uma
realidade quando se trata de desfechos envolvendo o tratamento, principalmente para o
TDAMH, para o qual apenas um estudo farmacogendmico foi realizado até 0 momento em
uma pequena amostra de criangas (n=187) (Mick et al. 2008). Poucos GWAS foram
conduzidos para outros medicamentos, como litio, antipsicéticos e antidepressivos e,
devido ao tamanho relativamente pequeno das amostras, mesmo contando com amostras
colaborativas entre consorcios, nenhum ou poucos SNPs individuais com nivel de
significancia gendmica séo encontrados entre os estudos (Uher et al. 2013; Hou et al. 2016;

Brandl et al. 2016; Li et al. 2018). O nosso grupo faz parte de um consorcio internacional,
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0 IMpACT (Internacional Multicentre Persistent ADHD ColaboraTion), o qual esta
incluido em outro consorcio maior, 0 PGC, que envolve o estudo dos principais transtornos
psiquiatricos. Essa colaboracéo viabilizou a genotipagem por varredura genémica da nossa
amostra através do microarranjo Psych Chip realizada do Broad Institute. Ainda assim, ate
o presente momento, ndo foi possivel a formacdo de uma colaboracdo que permita a
avaliacdo conjunta das amostras dos diferentes grupos participantes desse consércio em
relacdo ao tratamento do TDAH. Isso ocorre porque além de os dados de tratamento para a
maioria dessas amostras serem escassos e incluirem apenas uma pequena parcela da
amostra total, existe uma alta heterogeneidade de desfechos avaliados nos diferentes
grupos de pesquisa.

Assim, o artigo apresentado no capitulo IV utilizou os dados de varredura
genbmica, porém através de uma abordagem que apresenta maior poder estatistico para
detectar associacGes. Esse estudo também foi baseado na hipotese da influéncia da
liberacdo de neurotransmissores sobre a resposta ao MPH, e utiliza um método que
consiste na avaliacdo do efeito combinado de variantes envolvidas nas vias bioldgicas (ou
gene-sets) de interesse definidas a priori. A abordagem utilizada é especialmente vantajosa
para estudos que contam com tamanho amostral insuficiente para a realizagdo de uma
analise de GWAS tradicional, a qual avalia o efeito individual de todos os SNPs
genotipados pelo microarranjo, e portanto, requer uma correcdo muito rigorosa. Dessa
forma, com o intuito de ampliar os achados da SYT1 em relacdo a resposta ao MPH e
buscar evidéncias adicionais que apoiem a hipétese do envolvimento de vias relacionadas a
liberacdo de neurotransmissores, gene-sets representando essas vias foram escolhidos para
serem testados. Os resultados dessas analises sugerem que a via de exocitose de
neurotransmissores parece estar envolvida, pelo menos em parte, na variabilidade da
resposta ao tratamento com MPH, ja que, dos 9 gene-sets testados, 2 deles apresentaram
associacao nominal com o desfecho. No entanto, as analises post-hoc de controle de
qualidade para avaliar a confiabilidade das associacdes, através da interpretacdo dos QQ-
plots, ndo sustenta uma forte contribuicdo da maior parte dos genes dentro de cada gene-set
em relagcdo ao desfecho. Os padrfes encontrados sdo sugestivos de que uma pequena
proporcdo de genes pode ser responsavel pelas associagfes, mas também é importante
considerar que com o pequeno tamanho amostral seria pouco provavel a identificacdo de

associagGes mais robustas e as analises sdo consideradas preliminares. De qualquer forma,
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esses resultados séo sugestivos e devem ser replicados em amostras maiores, podendo ser
considerados relevantes, pois sdo baseados em hipdteses que apresentam plausibilidade
bioldgica.

Corroborando esses achados, varios GWAS avaliando desfechos psiquiatricos
também demonstram associacBes de genes/polimorfismos nessas vias, além das ja
mencionadas para a SYT1. Por exemplo, o gene TSNARE1, envolvido na formagdo do
complexo SNARE e fusdo das vesiculas, foi associado a distarbios do sono
(Hammerschlag et al. 2017) e esquizofrenia (Ripke et al. 2014). O STXBP5-AS1, envolvido
na regulacdo da expressdo do STXBP5, o qual também participa na formacdo do complexo
SNARE, ja foi associado ao TDAH (Arias-Véasquez et al. 2019). Outro gene importante
para a liberacdo de neurotransmissores, a STX1B, possivelmente envolvida na ancoragem
de vesiculas sinapticas que precedem a exocitose, foi associada ao neuroticismo na amostra
do UK Biobank (Luciano et al. 2018).

8.3. Abordagem integrativa protedmica-gendmica

Para complementar a abordagem translacional proposta na Tese, buscamos avaliar
os efeitos do MPH sobre a expressdo global de proteinas em tecido cerebral de ratos com o
intuito de confirmar hipoteses, bem como revelar novas suposi¢cdes sobre assinaturas
moleculares envolvidas nas acdes do MPH. A concretizacdo desse estudo, apresentado no
capitulo V, foi possivel através da colaboracdo com pesquisadores nacionais e com o
Sanford Burnham Prebys Medical Discovery Institute, La Jolla, CA. Vale ressaltar que,
embora o MPH seja utilizado na psiquiatria ha mais de 50 anos, esse € o primeiro estudo a
avaliar o perfil protebmico em resposta ao medicamento.

Os resultados obtidos com a analise protedmica revelaram diversas proteinas
diferencialmente expressas com o tratamento com MPH, sendo que para a grande maioria
delas, o MPH induziu a reducdo da expressdao. Na tentativa de explorar o contexto
biologico em que as proteinas diferencialmente expressas se inserem e melhor interpretar
os resultados obtidos, foi realizada adicionalmente uma andlise funcional de
enriquecimento dessas proteinas. O grupo de proteinas que apresentou expressdo reduzida
em ratos tratados com MPH revelou vias previamente implicadas no TDAH e a¢fes do
MPH, bem como algumas relagdes pouco estudadas. As mais promissoras no contexto de

processos biologicos sdo as vias relacionadas ao ciclo da liberacdo e transporte de



170

neurotransmissores. E importante destacar que partindo da utilizagdo de uma abordagem
livre de hipoteses também foi possivel corroborar as proposi¢des que basearam os estudos
de associacdo apresentados nessa Tese. Na verdade, uma das vias geradas a partir da
analise de protebmica (0 gene-set “Reactome Neurotransmitter release cycle”) ja havia
sido selecionada para ser testada no artigo apresentado no capitulo IV como parte da nossa
hipotese definida a priori para a resposta ao tratamento com MPH.

Além disso, com o objetivo de identificar quais vias, dentre aquelas provenientes da
analise protedmica, seriam capazes de influenciar também a resposta terapéutica, a
metodologia das analises de gene-sets utilizadas no artigo do capitulo IV foi aplicada
novamente na nossa amostra clinica de adultos com TDAH. A diferenca é que ao inves de
hipbteses a priori baseadas em achados prévios do grupo e da literatura, nessa anélise, 0s
gene-sets testados partiram do enriquecimento funcional das proteinas diferencialmente
expressas com o tratamento com MPH, ou seja, 0s gene-sets propostos surgiram de uma
abordagem que originalmente era livre de hipdteses. Além do gene-set “Reactome
Neurotransmitter release cycle”, que ja havia demonstrado uma associagdo com a resposta
terapéutica ao MPH, a outra associacdo encontrada envolve o ciclo de GABA. Nos ultimos
anos, alteracdes no sistema GABAérgico em pacientes com TDAH, e ap06s o tratamento
com MPH tém sido demonstradas. E interessante mencionar também que existem
evidéncias de interacdes entre componentes dos sistemas GABAEérgico e de liberagdo de
neurotransmissores. Por exemplo, o transportador de GABA GAT1 interage com a STX1A
resultando na diminuicdo da taxa de transporte do neurotransmissor. Esses achados,
juntamente com os resultados de outros estudos demonstrando que a STX1A também
interage com o DAT (Lee et al. 2004), sugerem uma relacéo regulatoria entre 0s processos
de liberacdo e recaptacdo de neurotransmissores (Deken et al. 2000).

Sendo esse o primeiro estudo a investigar os efeitos do MPH utilizando a
abordagem protedmica, devemos reconhecer que ha ainda muito a ser explorado nessa
area. Por exemplo, é importante que nossos resultados sejam replicados em modelos
animais que representem a sintomatologia e neurobiologia do TDAH, o que certamente
sera de grande utilidade para a interpretagdo dos resultados no contexto da condicdo
patolégica. Nesse sentido, o projeto apresentado no capitulo VII — item 7.1, que estd em
andamento, prevé a utilizacdo dessa abordagem protebmica em um modelo animal para o
TDAH.
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Além disso, considerando as limitacGes da utilizacdo de modelos animais, 0s quais
ndo representam completamente a situagdo em humanos, e a dificuldade da realizagdo de
estudos para as medidas diretas no tecido cerebral post-mortem de humanos, outra
abordagem promissora é a avaliacdo do perfil proteico no plasma de pacientes. Para outros
medicamentos, como 0s antipsicoticos, a analise do perfil proteico no plasma de pacientes
com esquizofrenia classificados em respondedores e ndo respondedores foi capaz de
identificar vias biologicas moduladas pelas acGes farmacoldgicas desse medicamento
(Martins-De-Souza et al. 2015). Outro exemplo de sucesso da utilizacdo da proteémica na
area da psiquiatria envolve estudos independentes do perfil proteico no cérebro, no liquido
cefalorraquidiano e em tecidos periféricos de pacientes com esquizofrenia, os quais
revelaram consistentemente niveis menores da apolipoproteina A nesses individuos quando
comparados aos controles, sugerindo que essa proteina provavelmente esta implicada nos
mecanismos subjacentes a doenca (Huang et al. 2008). Dessa forma, espera-se que
abordagens protedmicas possam ser Uteis na identificacdo de biomarcadores para o TDAH
e seu tratamento. Esse conhecimento pode ser agregado aos dados dos estudos de

associacdo para promover um maior entendimento sobre as bases bioldgicas do transtorno.

8.4. Considerac0es finais

Através da utilizacdo de mudltiplas abordagens, integradas e complementares, 0
conjunto geral de resultados sugere que a variabilidade genética em vias de exocitose de
neurotransmissores influencia a resposta ao MPH, o qual, por sua vez, modula a expressao
de proteinas desse sistema. Esse conjunto de evidéncias, somado a achados prévios, do
envolvimento de uma via bioldgica por diferentes perspectivas é singular no contexto da
psiquiatria. O principal objetivo em longo prazo de estudos envolvendo a identificacdo de
fatores moduladores da resposta ao tratamento € a utilizacdo desses preditores na pratica
clinica, com o intuito de personalizar o tratamento e desenvolver novas abordagens
terapéuticas. No entanto, eles ja constituem por si préprios um passo significativo no
entendimento das bases bioldgicas do TDAH e do seu tratamento. O esclarecimento dos
mecanismos bioldgicos tanto para os profissionais da salude quanto para os pacientes
representa sabidamente um reforgo significativo na motivagéo para a busca do tratamento e
sua aderéncia, além de contribuir para os esforcos que visam a desmistificacdo do

problema e universaliza¢éo do tratamento.
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Além disso, a expectativa é que os dados gerados aqui impulsionem investigaces
complementares capazes de caracterizar os mecanismos moleculares por tras dos diferentes
efeitos farmacoldgicos observados para o MPH. Os estudos com modelos celulares in
vitro, muitas vezes utilizando a tecnologia CRISPR/CAS9 ou abordagens utilizadas ha
mais tempo, como as apresentadas no projeto complementar dessa Tese (capitulo VII- item
7.2), séo promissoras nesse sentido. Em paralelo aos estudos de funcionalidade molecular,
as associacdes geneticas devem ser replicadas em amostras independentes, o que depende
em grande parte de um esforco dos diferentes grupos de pesquisa para 0 aumento dos

tamanhos amostrais dos estudos farmacogenéticos, principalmente em adultos.
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Abstract Multiple biological processes throughout
development require intracellular vesicular trafficking,
where the SNARE (soluble N-ethylmaleimide-sensitive
factor (NSF) attachment protein (SNAP) receptors) com-
plex plays a major role. The core proteins forming the
SNARE complex are SNAP-25 (synaptosomal-associated
protein 25), VAMP (vesicle-associated membrane protein)
and Syntaxins, besides its regulatory proteins, such as
Synaptotagmin. Genes encoding these proteins (SNAP25,
VAMPI, VAMP2, STXIA, SYTI and SYT2) have been
studied in relation to psychiatric disorders susceptibility.
Here, we review physiological aspects of SNARE complex
and genetic association results reported for attention deficit
hyperactivity disorder, both in children and adults, autism
spectrum disorders, major depressive disorder, bipolar
disorder and schizophrenia. Moreover, we included find-
ings from expression, pharmacogenetics and animal model
studies regarding these clinical phenotypes. The overall
scenario depicted here suggests that the SNARE complex
may exert distinct roles throughout development, with age-
specific effects of genetic variants in psychiatric disorders.
Such perspective should be considered in future studies
regarding SNARE complex genes.
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Introduction

SNARE (soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor (NSF)
attachment protein receptors) complex is a large family of
proteins that plays a major role in intracellular vesicular
trafficking in eukaryotic cells. Such process is essential in
different biological events, such as cell division, mainte-
nance of subcellular compartments, protein and hormone
secretion and neurotransmitter release (Zylbersztejn and
Galli 2011). The SNARE complex is formed by members
of the SNAP-25 (Synaptosomal-Associated Protein 25),
VAMP (Vesicle-Associated Membrane Protein) and Syn-
taxins families. These proteins interact creating a four-he-
lix bundle, formed by two helices of SNAP-25, one
vesicle-transmembrane VAMP and one presynaptic plasma
membrane Syntaxin that approximates the vesicle and
plasmatic membranes (Sutton et al. 1998; Brunger 2000)
(Fig. 1). Other proteins interact with the SNARE complex
and regulate it, such as Munc-18, Complexin, Synapto-
physin and the better studied Syt (Synaptotagmin) (Siidhof
2013).

According to cell tissue and developmental stage, distinct
family members of SNARE complex present different
expression profiles. SNAP-25 family members are charac-
terized by the presence of two SNARE domains, which are
the binding sites between SNAP-25 and VAMP and Syntaxin
SNARE domains, in order to form the core SNARE complex.
The most studied member of this protein family is SNAP-25,
which is expressed in neurons and directly involved in neu-
rotransmitter release. It is anchored to the presynaptic
plasma membrane through palmitoylation of cysteine

@ Springer
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KEYWORDS Abstract
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Methylphenidate (MPH) is the most frequently used pharmacological treatment in children with
attention-deficit/hyperactivity disorder (ADHD). However, a considerable interindividual variability
exists in clinical outcome. Thus, we performed a genome-wide association study of MPH efficacy in
173 ADHD paediatric patients. Although no variant reached genome-wide significance, the set of
genes containing single-nucleotide polymorphisms (SNPs) nominally associated with MPH response
(P < 0.05) was significantly enriched for candidates previously studied in ADHD or treatment outcome.
We prioritised the nominally significant SNPs by functional annotation and expression quantitative

© trait loci (eQTL) analysis in human brain, and we identified 33 SNPs tagging cis-eQTL in 32 different

loci (referred to as eSNPs and eGenes, respectively). Pathway enrichment analyses revealed an
over-representation of genes involved in nervous system development and function among the
eGenes. Categories related to neurological diseases, psychological disorders and behaviour were also
significantly enriched. We subsequently meta-analysed the association with clinical outcome for the
33 eSNPs across the discovery sample and an independent cohort of 189 ADHD adult patients (target
sample) and we detected 15 suggestive signals. Following this comprehensive strategy, our results
provide a better understanding of the molecular mechanisms implicated in MPH treatment effects and
suggest promising candidates that may encourage future studies.

Attention-deficit/hyperactivity disorder (ADHD) is a neurodevelopmental disorder characterised by per-
sistent and age-inappropriate symptoms of inattention, hyperactivity and/or impulsivity', which significantly
impacts on academic, social, emotional and psychological functioning. With a worldwide prevalence rang-
ing from 5.3 to 7.1% in school-age children and adolescents?, ADHD is one of the most common childhood
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ABSTRACT

Attention deficit/hyperactivity disorder (ADHD) is a common neurodevelopmental
disorder characterized by age-inappropriate symptoms of inattention, impulsivity and
hyperactivity that persist into adulthood in the majority of the diagnosed children. Despite
several risk factors during childhood predicting the persistence of ADHD symptoms into
adulthood, the genetic architecture underlying the trajectory of ADHD over time is still
unclear. We set out to study the contribution of common genetic variants to the risk of
ADHD across the lifespan by conducting meta-analyses of genome-wide association
studies on persistent ADHD in adults and ADHD in childhood separately and comparing
the genetic background between them in a total sample of 17,149 cases and 32,411
controls. Our results show nine new independent genome-wide significant loci and support
a shared contribution of common genetic variants to ADHD in children and adults, with no
subgroup heterogeneity among children, which may include future remitting and persistent
individuals. We report similar patterns of genetic correlation between ADHD in adults,
children and when combining both groups with other ADHD-related datasets and different
traits and disorders. These findings confirm that persistent ADHD in adults is a
neurodevelopmental disorder and extend the existing hypothesis of a shared genetic

architecture underlying ADHD and different traits to a lifespan perspective.
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Transtorno de Déficit de Atencdo/Hiperatividade in “Neurobiologia dos Transtornos

Psiquiatricos”

Diego Luiz Rovaris, Bruna Santos da Silva, Claiton Henrique Dotto Bau e Eugenio

Horacio Grevet.

RESUMO

O Transtorno de Déficit de Atencao/Hiperatividade (TDAH) apresenta etiologia
multifatorial, com altas estimativas de herdabilidade, tanto em crian¢as quanto em adultos
(= 80%). Embora o envolvimento da biologia na etiologia e curso do transtorno seja
evidente, ndo existe ainda um marcador bioldgico validado para o TDAH. Como os alvos
moleculares do tratamento do TDAH envolvem a neurotransmissdo dopaminérgica e
adrenérgica, por muito tempo o estudo desses sistemas dominou o campo de investigacdo
da neurobiologia desse transtorno. De qualquer forma, com o0s avangos das ciéncias
“Omicas”, principalmente da gendmica, o entendimento da neurobiologia do TDAH tomou
rumos um pouco diferentes e avangou muito nos ultimos anos. Neste capitulo, sdo
apresentados e revisados 0s mais recentes achados da literatura da area, fornecendo uma

visdo atualizada do arcabouco biol6gico do TDAH.
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Rovaris DL, Aroche AP, da Silva BS, Kappel DB, Pezzi JC, Levandowski ML, Hess
ARB, Schuch JB, de Almeida RMM, Grassi-Oliveira R, Bau CHD. Glucocorticoid
receptor gene modulates severity of depression in women with crack cocaine addiction.
Eur Neuropsychopharmacol. 2016 Sep;26(9):1438-1447. doi:
10.1016/j.euroneuro.2016.06.010. Fator de impacto: 4.129

Crack cocaine addicted inpatients that present more severe withdrawal symptoms also
exhibit higher rates of depressive symptoms. There is strong evidence that the
identification of genetic variants in depression is potentialized when reducing phenotypic
heterogeneity by studying selected groups. Since depression has been associated to
dysregulation of the hypothalamic-pituitary-adrenal axis, this study evaluated the effects of
SNPs in stress-related genes on depressive symptoms of crack cocaine addicts at early
abstinence and over the detoxification treatment (4th, 11th and 18th day post admission).
Also, the role of these SNPs on the re-hospitalization rates after 2.5 years of follow-up was
studied. One hundred eight-two women were enrolled and eight SNPs in four genes
(NR3C2, NR3C1, FKBP5 and CRHR1) were genotyped. A significant main effect of
NR3C1-rs41423247 was found, where the C minor allele increased depressive symptoms
at early abstinence. This effect remained significant after 10,000 permutations to account
for multiple SNPs tested (P=0.0077). There was no effect of rs41423247 on the course of
detoxification treatment, but a slight effect of rs41423247 at late abstinence was detected
(P=0.0463). This analysis suggests that the presence of at least one C allele is worse at
early abstinence, while only CC genotype appears to increase depressive symptoms at late
abstinence. Also, a slight effect of rs41423247 C minor allele increasing the number of re-
hospitalizations after 2.5 years was found (P=0.0413). These findings are in agreement
with previous studies reporting an influence of rs41423247 on sensitivity to

glucocorticoids and further elucidate its resulting effects on depressive-related traits.
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da Silva BS, Rovaris DL, Schuch JB, Mota NR, Cupertino RB, Aroche AP, Bertuzzi GP,
Karam RG, Vitola ES, Tovo-Rodrigues L, Grevet EH, Bau CH. Effects of corticotropin-
releasing hormone receptor 1 SNPs on major depressive disorder are influenced by sex
and smoking status. J Affect Disord. 2016 Nov 15;205:282-288. doi:
10.1016/j.jad.2016.08.008. Fator de impacto: 3.789

BACKGROUND: The corticotropin-releasing hormone receptor 1 (CRHR1) gene has been
repeatedly implicated in Major Depressive Disorder (MDD) in humans and animal models;
however, the findings are not absolutely convergent. Since recent evidence from genome-
wide association studies suggests that narrowing the phenotypic heterogeneity may be
crucial in genetic studies of MDD, the aim of this study was to evaluate the effects of
CRHR1 polymorphisms on MDD while addressing the influence of sex and smoking
status. METHODS: The association of the CRHR1 SNPs rs12944712, rs110402, and
rs878886 with MDD was evaluated in 629 Brazilian adults of European descent recruited
from the general population [180 (28.6%) with lifetime MDD]. The sample was subdivided
according to sex and smoking status. RESULTS: Among nonsmokers, there were nominal
associations between MDD and all tested SNPs (rs12944712, P=0.042; rs110402, P=0.031,
and rs878886, P=0.040), regardless of sex. In addition, there were significant effects of
rs110402 in women (Pcorr=0.034) and rs878886 in men (Pcorr=0.013). Among lifetime
smokers, there were no significant associations between CRHR1 SNPs and MDD.
LIMITATIONS: The lack of a depression rating scale; scarcity of information on the
functionality of the CRHR1 SNPs; and relatively small sample sizes in some subgroups.
CONCLUSIONS: Our results strengthen the evidence for the role of CRHR1 SNPs in
MDD susceptibility and suggest that their effects may be modulated by sex and smoking
status. These findings suggest the perspective that reducing phenotypic heterogeneity is

warranted in genetic studies of MDD.
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Rovaris DL, Schuch JB, Grassi-Oliveira R, Sanvicente-Vieira B, da Silva BS, Walss-Bass
C, Miiller D, Stolf AR, von Diemen L, Ceresér KMM, Pianca TG, Szobot CM, Kessler
FHP, Roman T, Bau CHD. Effects of crack cocaine addiction and stress-related genes on
peripheral BDNF levels. J Psychiatr Res. 2017  Jul;90:78-85.  doi:
10.1016/j.jpsychires.2017.02.011. Fator de impacto: 4.000

This study examined the effects of glucocorticoid receptor (NR3C1), corticotropin-
releasing hormone receptor 1 (CRHR1), and brain-derived neurotrophic factor (BDNF)
genes on susceptibility to crack cocaine addiction and BDNF levels. Crack addicted
patients who sought treatment (n = 280) and non-addicted individuals (n = 241) were
assessed. Three SNPs in NR3C1 (rs6198, rs41423247, and rs10052957), three in CRHR1
(rs12944712, rs110402, and rs878886), and one in BDNF (rs6265) were genotyped. No
significant effect was seen in the case-control analyses. Crack cocaine addicted patients
showed significantly lower serum BDNF levels. Significant effects were observed for
NR3C1 rs41423247 and rs10052957. These effects were restricted to non-addicted
individuals and they were supported by significant gene-by-disease status interactions. For
CRHR1, all SNPs were associated with BDNF levels. Although there were significant
effects only in the analysis restricted to non-addicted individuals, the lack of significant
results in the gene-by-disease status interaction analyses suggest a general effect on BDNF
levels. The haplotype analyses presented the same effect seen in the single marker
analyses. This study suggests that SNPs in the NR3C1 and CRHR1 genes may influence
BDNF levels, but this effect is blunted in the context of crack cocaine addiction. Therefore,
our data may be interpreted in light of several studies showing pronounced effects of crack
cocaine on BDNF levels. Since peripheral BDNF is a biomarker for several psychiatric
phenotypes, our results may be useful in interpreting previous associations between stress-

related SNPs, drug addiction, and depression.
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Kappel DB, Schuch JB, Rovaris DL, da Silva BS, Cupertino RB, Winkler C, Teche SP,
Vitola ES, Karam RG, Rohde LA, Bau CHD, Grevet EH, Mota NR. Further replication of
the synergistic interaction between LPHN3 and the NTAD gene cluster on ADHD and its
clinical course throughout adulthood. Prog Neuropsychopharmacol Biol Psychiatry. 2017
Oct 3;79(Pt B):120-127. doi: 10.1016/j.pnpbp.2017.06.011. Fator de impacto: 4.185

Attention-Deficit/Hyperactivity Disorder (ADHD) is a common and highly heritable
neuropsychiatric disorder. Despite the high heritability, the unraveling of specific genetic
factors related to ADHD is hampered by its considerable genetic complexity. Recent
evidence suggests that gene-gene interactions can explain part of this complexity. We
examined the impact of strongly supported interaction effects between the LPHN3 gene
and the NTAD gene cluster (NCAM1-TTC12-ANKK1-DRD?2) in a 7-year follow-up of a
clinical sample of adults with ADHD, addressing associations with susceptibility,
symptomatology and stability of diagnosis. The sample comprises 548 adults with ADHD
and 643 controls. Entropy-based analysis indicated a potential interaction between the
LPHN3-rs6551665 and TTC12-rs2303380 SNPs influencing ADHD symptom counts.
Further analyses revealed significant interaction effects on ADHD total symptoms
(p=0.002), and with hyperactivity/impulsivity symptom counts (p=0.005). In the group
composed by predominantly hyperactive/impulsive and combined presentation, the
presence of LPHN3-rs6551665 G allele was related to increased ADHD risk only in
individuals carrying the TTC12-rs2303380 AA genotype (p=0.026). Also, the same allelic
constellation is involved in maintenance of ADHD in a predominantly
hyperactive/impulsive or combined presentation after a 7-year follow-up (p=0.008). These
observations reinforce and replicate previous evidence suggesting that an interaction effect
between the LPHN3 gene and the NTAD cluster may have a role in the genetic substrate
associated to ADHD also in adults. Moreover, it is possible that the interactions between
LPHN3 and NTAD are specific factors contributing to the development of an ADHD
phenotype with increased hyperactivity/impulsivity that is maintained throughout
adulthood.
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Miiller D, Grevet EH, Panzenhagen AC, Cupertino RB, da Silva BS, Kappel DB, Mota
NR, Blaya-Rocha P, Teche SP, Vitola ES, Rohde LA, Contini V, Rovaris DL, Schuch JB,
Bau CHD. Evidence of sexual dimorphism of HTR1B gene on major adult ADHD
comorbidities. J Psychiatr Res. 2017 Dec;95:269-275. doi:
10.1016/j.jpsychires.2017.09.011. Fator de impacto: 4.000

Attention-deficit/hyperactivity disorder (ADHD) is a very common psychiatric disorder
across the life cycle and frequently presents comorbidities. Since ADHD is highly
heritable, several studies have focused in the underlying genetic factors involved in its
etiology. One of the major challenges in this search is the phenotypic heterogeneity, which
could be partly attributable to the sexual dimorphism frequently seen in psychiatric
disorders. Taking into account the well-known sexual dimorphic effect observed in
serotonergic system characteristics, we differentially tested the influence of HTR1B SNPs
(rs11568817, rs130058, rs6296 and rs13212041) on ADHD susceptibility and on its major
comorbidities according to sex. The sample comprised 564 adults with ADHD diagnosed
according to DSM-1V criteria and 635 controls. There was no association of any HTR1B
SNPs tested in relation to ADHD susceptibility. As for the comorbidities evaluated, after
correction for multiple tests, significant associations were observed for both rs11568817
and rs130058 with substance use disorders (Pcorr = 0.009 and Pcorr = 0.018, respectively)
and for rs11568817 with nicotine dependence (Pcorr = 0.025) in men with ADHD. In
women with ADHD, the same rs11568817 was associated with generalized anxiety
disorder (Pcorr = 0.031). The observed effects of rs11568817 G allele presence conferring
risk to either substance use disorders or generalized anxiety disorder according to sex,
suggest an overall scenario where a higher transcriptional activity of HTR1B, resulting
from the presence of this allele, is related to externalizing behaviors in men and
internalizing behaviors in women. These results are consistent with and expand previous

evidence of sexual dimorphism of the serotoninergic system.
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Victor MM, da Silva BS, Kappel DB, Bau CH, Grevet EH. Attention-deficit hyperactivity
disorder in ancient Greece: The Obtuse Man of Theophrastus. Aust N Z J Psychiatry. 2018
Jun;52(6):509-513. doi: 10.1177/0004867418769743. Fator de impacto: 5.084

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

reduce prejudice and allow individuals to seek treatment.
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Kappel DB, Schuch JB, Rovaris DL, da Silva BS, Miller D, Breda V, Teche SP, S Riesgo
R, Schuler-Faccini L, Rohde LA, Grevet EH, Bau CHD. ADGRL3 rs6551665 as a
Common Vulnerability Factor Underlying Attention-Deficit/Hyperactivity Disorder and
Autism Spectrum Disorder. Neuromolecular Med. 2019 Jan 16. doi: 10.1007/s12017-019-
08525-x. [Epub ahead of print]. Fator de impacto: 2.952

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

neurobiology of neurodevelopmental disorders such as ADHD and ASD.



| 227

ANEXOS




228

Anexo | — Critérios diagnosticos do DSM-5 para o TDAH

Critérios diagnosticos

A. Um padrdo persistente de desatencao e/ou hiperatividade-impulsividade que interfere no
funcionamento e no desenvolvimento, conforme caracterizado por (1) e/ou (2):
1. Desatencdo: Seis (ou mais) dos seguintes sintomas persistem por pelo menos seis
meses em um grau que é inconsistente com o nivel do desenvolvimento e tém impacto
negativo diretamente nas atividades sociais e académicas/profissionais:

Nota: Os sintomas ndo sdo apenas uma manifestacdo de comportamento opositor,
desafio, hostilidade ou dificuldade para compreender tarefas ou instrucdes. Para
adolescentes mais velhos e adultos (17 anos ou mais), pelo menos cinco sintomas séo
necessarios.

a. Frequentemente néo presta atencdo em detalhes ou comete erros por descuido em
tarefas escolares, no trabalho ou durante outras atividades (p. ex., negligencia ou
deixa passar detalhes, o trabalho é impreciso).

b. Frequentemente tem dificuldade de manter a atencdo em tarefas ou atividades
ludicas (p.ex., dificuldade de manter o foco durante aulas, conversas ou leituras
prolongadas).

c. Frequentemente parece nao escutar quando alguém lhe dirige a palavra
diretamente (p.ex., parece estar com a cabeca longe, mesmo na auséncia de
qualquer distracdo 6bvia).

d. Frequentemente ndo segue instrucdes até o fim e ndo consegue terminar
trabalhos escolares, tarefas ou deveres no local de trabalho (p. ex., comega as
tarefas, mas rapidamente perde o foco e facilmente perde o rumo).

e. Frequentemente tem dificuldade para organizar tarefas e atividades (p. ex.,
dificuldade em gerenciar tarefas sequenciais; dificuldade em manter materiais e
objetos pessoais em ordem; trabalho desorganizado e desleixado; mau
gerenciamento do tempo; dificuldade em cumprir prazos).

f. Frequentemente evita, ndo gosta ou reluta em se envolver em tarefas que exijam
esforco mental prolongado (p. ex., trabalhos escolares ou licGes de casa; para
adolescentes mais velhos e adultos, preparo de relatorios, preenchimento de
formularios, revisao de trabalhos longos).

g. Frequentemente perde coisas necessarias para tarefas ou atividades (p. ex.,
materiais escolares, lapis, livros, instrumentos, carteiras, chaves, documentos,
o6culos, celular).

h. Com frequéncia € facilmente distraido por estimulos externos (para adolescentes
mais velhos e adultos, pode incluir pensamentos ndo relacionados).

i. Com frequéncia € esquecido em relacdo a atividades cotidianas (p. ex., realizar
tarefas, obrigacdes; para adolescentes mais velhos e adultos, retornar ligacoes,
pagar contas, manter horarios agendados).

2. Hiperatividade e impulsividade: Seis (ou mais) dos seguintes sintomas persistem
por pelo menos seis meses em um grau que € inconsistente com o nivel do
desenvolvimento e tém impacto negativo diretamente nas atividades sociais e
académicas/profissionais:
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Nota: Os sintomas ndo sdo apenas uma manifestacdo de comportamento opositor,
desafio, hostilidade ou dificuldade para compreender tarefas ou instrugdes. Para
adolescentes mais velhos e adultos (17 anos ou mais), pelo menos cinco sintomas sao
necessarios.

a. Frequentemente remexe ou batuca as m&os ou 0s pés ou se contorce na cadeira.
b. Frequentemente levanta da cadeira em situacdes em que se espera que
permaneca sentado (p. ex., sai do seu lugar em sala de aula, no escritério ou em
outro local de trabalho ou em outras situaces que exijam que se permanega em um
mesmo lugar).
c. Frequentemente corre ou sobe nas coisas em situacdes em que isso é
inapropriado. (Nota: Em adolescentes ou adultos, pode se limitar a sensacgdes de
inquietude.)
d. Com frequéncia é incapaz de brincar ou se envolver em atividades de lazer
calmamente.
e. Com frequéncia “ndo para”, agindo como se estivesse “com o motor ligado” (p.
eX., ndo consegue ou se sente desconfortavel em ficar parado por muito tempo,
como em restaurantes, reunides; outros podem ver o individuo como inquieto ou
dificil de acompanhar).
f. Frequentemente fala demais.
g. Frequentemente deixa escapar uma resposta antes que a pergunta tenha sido
concluida (p. ex., termina frases dos outros, ndo consegue aguardar a vez de falar).
h. Frequentemente tem dificuldade para esperar a sua vez (p. ex., aguardar em uma
fila).
i. Frequentemente interrompe ou se intromete (p. ex., mete-se nas conversas, jogos
ou atividades; pode comecar a usar as coisas de outras pessoas sem pedir ou receber
permissao; para adolescentes e adultos, pode intrometer-se em ou assumir o
controle sobre o que outros estéo fazendo).
B. Vérios sintomas de desatencdo ou hiperatividade-impulsividade estavam presentes antes
dos 12 anos de idade.
C. Vérios sintomas de desatencdo ou hiperatividade-impulsividade estdo presentes em dois
ou mais ambientes (p. ex., em casa, na escola, no trabalho; com amigos ou parentes; em
outras atividades).
D. Ha evidéncias claras de que os sintomas interferem no funcionamento social, académico
ou profissional ou de que reduzem sua qualidade.
E. Os sintomas ndo ocorrem exclusivamente durante o curso de esquizofrenia ou outro
transtorno psicético e ndo sdo mais bem explicados por outro transtorno mental (p. ex.,
transtorno do humor, transtorno de ansiedade, transtorno dissociativo, transtorno da
personalidade, intoxicacdo ou abstinéncia de substancia).




Anexo Il — Escala ASRS (Adult self-report scale)
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Para cada item, marque com um X a opcao que melhor descreve como vocé se sentiu e comportou-se
ao longo do altimo més.

ASRS

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

Nun- Rara-
ca mente

Com que frequéncia vocé tem dificuldade para terminar os
detalhes finais de um projeto, depois que as partes mais
dificeis ja foram feitas?

Com que frequéncia voceé tem dificuldade para colocar as
coisas em ordem quando precisa fazer uma tarefa que
necessite organizacado?

Com que frequéncia vocé tem problemas para lembrar de
compromissos ou obrigacoes?

Quando vocé tem uma tarefa que exige muito raciocinio,
com que frequéncia vocé a evita, ou adia seu inicio?

Com que frequéncia vocé se remexe ou fica contorcendo as
ma&os ou os pés quando tem que ficar sentado(a) por muito

tempo?

Com que frequéncia vocé se sente excessivamente ativo(a)

e necessitando fazer as coisas como se estivesse movido(a)
por um motor?

Com que frequéncia vocé comete erros por descuido
quando tem que trabalhar com algo chato ou dificil?

Com que frequéncia vocé tem dificuldade em manter a
atencdo quando esta fazendo um trabalho chato ou
repetitivo?

Com que frequéncia vocé tem dificuldade em se concentrar
no que as pessoas dizem, mesmo quando elas estéo falando
diretamente com vocé?

Com que frequéncia vocé extravia ou tem dificuldade em
encontrar as coisas em casa ou no trabalho?

Com que frequéncia vocé se distrai com movimento ou
barulho ao redor de vocé?

Com que frequéncia vocé levanta de seu assento em
reunides ou outras situages em que se espera que vVocé
permaneca sentado(a)?

Com que frequéncia vocé se sente agitado(a) ou
inquieto(a)?

Com que frequéncia vocé tem dificuldade para descontrair
e relaxar quando tem tempo para si mesmo(a)?

Com que frequéncia vocé se pega falando demais quando
esta em situagdes sociais?

Quando vocé estd em uma conversa, com que frequéncia
voceé se percebe completando as frases das pessoas com
quem esta falando, antes que elas tenham terminado de
falar?

Com que frequéncia vocé interrompe os outros quando eles
estdo ocupados?

Com que frequéncia vocé tem dificuldade de esperar em
situacGes em que cada um tem sua vez?

As
vezes

Frequen
-temente

Muito
frequente-
mente



19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.
31.

32.
33.

34.

Nun Rara- As Frequen-
-ca mente vezes  temente

Com que frequéncia vocé desperdica ou administra mal o seu
tempo?

Com que frequéncia vocé tem problemas para fazer um plano e
cumpri-lo quando voceé esta em uma situacdo em que é
necessario planejamento?

Com que frequéncia vocé tem dificuldade em priorizar tarefas
quando vocé estd em uma situacdo onde estabelecer prioridades
€ necessario?

Com que frequéncia vocé depende dos outros para manter sua
vida em ordem e prestar atencéo a detalhes?

Com que frequéncia vocé fica adiando as coisas até o Ultimo
minuto?

Com que frequéncia é dificil para vocé completar as tarefas no
tempo previsto?

Com que frequéncia vocé tem dificuldade para lembrar a ideia
principal em coisas que vocé leu?

Com que frequéncia vocé acha que o seu humor muda com
facilidade?

Com que frequéncia vocé se sente mais facilmente
incomodado(a) ou sobrecarregado(a) do que outras pessoas na
mesma situacao?

Com que frequéncia vocé tem dificuldade para controlar o seu
temperamento?

Com que frequéncia os seus sentimentos séo facilmente feridos
quando vocé é criticado?

Com que frequéncia vocé sente que lhe falta autodisciplina?

Com que frequéncia vocé tem dificuldade em manter o controle
de vérias coisas a0 mesmo tempo?

Com que frequéncia voceé se entedia com facilidade?

Com que frequéncia vocé age sem pensar nas possiveis
consequéncias?

Com que frequéncia vocé é impaciente em conversas ou ao
dirigir?
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Muito
frequente-
mente



Para cada item escolha a coluna que melhor representa vocé:
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Anexo 111 — Escala SNAP-1V (Swanson, Nolan, and Pelham scale version 4)

MTA SNAP-1VV

1. Falho em prestar atencéo aos detalhes ou cometo erros por
falta de cuidado em trabalhos ou em tarefas

2. Tenho dificuldade para manter a aten¢do em tarefas ou
atividades de lazer

3. Pareco ndo escutar quando me falam diretamente

4. N&o sigo instrucdes e falho em terminar tarefas ou
obrigagdes.

5. Tenho dificuldades para organizar tarefas ou obrigacoes

6. Evito, ndo gosto ou reluto em envolver-me em tarefas que
me exijam manutenc¢do de esforco mental.

7. Perco coisas necessérias para minhas atividades (chaves,
livros, lapis, material de trabalho, contas)

8. Sou distraido por estimulos do ambiente.

9. Sou esquecido nas atividades diarias

10. Sou irrequieto com as maos ou pés ou me remexe na
cadeira

11. Abandono minha cadeira em situacdes nas quais esperam
gue permaneca sentado

12. Sou inquieto, ndo consigo me manter em um mesmo lugar

13. Tenho dificuldade de me envolver silenciosamente em
atividades de lazer

14. Estou a mil ou frequentemente ajo como se estivesse “a
todo vapor”.

15. Falo em demasia

16. Dou respostas precipitadas antes das perguntas serem
completadas

17. Tenho dificuldade para aguardar minha vez

18. Interrompo ou me intrometo com 0s outros (ex. intrometo-
me em conversas)

19. Me descontrolo

20. Discuto com 0s outros

21. Ativamente desafio ou me recuso a seguir os pedidos dos
chefes ou as regras

22. Fago coisas para incomodar os outros de prop6sito

23. Culpo os outros pelos meus erros ou ma conduta

24. Sou sensivel ou facilmente incomodado pelos outros

25. Sou raivoso ou ressentido

26. Sou malvado ou vingativo

Nem um
pouco

Um
pouco

Bastante

Demais



Anexo V- Escalas CGI-S e CGI-I (Clinical Global Impression — Severity /

CGI-S

Improvement scales)

Considerando sua experiéncia clinica, como vocé avalia o estado mental deste paciente neste

momento?

0

~N o ok~ W DN e

CGl-I

N&o avaliado

Normal (auséncia de sintomas)

Estado borderline (duvidosa, transitoria ou sem prejuizo funcional)
Levemente doente (prejuizo funcional leve)

Moderadamente doente (desempenha atividades com esforco)
Acentuadamente doente (sintomas intensos, desempenho limitado)
Gravemente doente (consegue desempenhar praticamente s com assisténcia)
Extremamente doente (desempenho completamente comprometido)

A condicdo do paciente, comparada ao momento de admisséo no projeto (antes do inicio do
tratamento), esté:

0

~N o ok W N

Né&o avaliado

Muito melhor
Melhor
Minimamente melhor
N&o houve mudanca
Minimamente pior
Pior

Muito pior
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Anexo V - Aprovagio — Comissao de Pesquisa e Etica em Salde — HCPA (A)

HCPA - HOSPITAL DE CLINICAS DE PORTO ALEGRE
GRUPO DE PESQUISA E POS-GRADUAGAO

COMISSAO CIENTIFICA

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

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

Pesquisadores:

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

VERONICA CONTINI
JAQUELINE BOHRER SCHUCH
BRUNA SANTOS DA SILVA
DIEGO LUIZ ROVARIS
CLAITON HENRIQUE DOTTO BAU
RENATA BASSO CUPERTINO

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

234

Este projeto foi APROVADO em seus aspectos éticos, metodoldgicos, logisticos e financeiros para

ser realizado no Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

Esta aprovagdo estd baseada nos pareceres dos respectivos Comités de Etica e do Servigo de Gestdo

em Pesquisa.

- Os pesquisadores vinculados ao projeto ndo participaram de qualquer etapa do processo de avaligdo de

seus projetos.

- O pesquisador devera apresentar relatérios semestrais de acompanhamento e relatorio final ao Grupo

de Pesquisa e Pds-Graduagéo (GPPG)

7

P£5rl0 Alegre, 03 de janeiro de 2017.

Prof. Josg Robérto Goldim
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Anexo VI — Aprovacéo - Comissdo de Etica Para o Uso de Animais - HCPA

J((; HOSPITAL DEC l-"/‘\\', §2_

HE CUNICAS , ) UFRGS
PORTOMESRE  8S o GRUPO DE PESQUISA E POS GRADUACAO UNIVERSIOADE FEDERAL

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Certificamos que o projeto abaixo, que envolve a produgdo, manutengdo ou utilizag:ﬁo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos),
para fins de pesquisa cientifica, encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n° 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n°® 6.899, de 15 de julho de 2009, e
com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimenta¢do Animal (CONCEA), e foi aprovada pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE
ANIMAIS (CEUA) e pelas areas de apoio indicadas pelo pesquisador.

Projeto: 160346 Data de Aprovacido do Projeto: ~ 23/08/2016

Titulo:  Andlise protedmica de um modelo animal do Transtorno do Déficit de Atengao e Hiperatividade, os Ratos Espontaneamente Data de Término:  31/12/2018
Hipertensos, ap6s um tratamento cronico com metilfenidato

Pesquisador Responsavel: IRACI LUCENA DA SILVA TORRES

Equipe de pesquisa:

CARLA DE OLIVEIRA DOUGLAS TEIXEIRA LEFFA
Submissio Documento Espécie/Linhagem Sexo/Idade Qtd. Data Reunido  Situacdo
06/07/2016 APROVAGAO RATO - WISTAR KYOTO M/90-120dias 21 23/08/2016 APROVADO
06/07/2016 RATO - SHR M/90-120dias 21 23/08/2016 APROVADO
13/09/2016 EMENDA -/ 0 11/10/2016 APROVADO
07/04/2017 EMENDA RATO - SHR M/90-120dias 14 25/04/2017 APROVADO
Total de Animais: 56
/Zm c 4
Coordenador

Comissio de Etica no Uso de Animais

- Os membros da CEUA/HCPA nio participaram do processo de avaliagdo onde constam como pesquisadores.
- Toda e qualquer alterag&o do Projeto devera ser comunicada 8 CEUA/HCPA.
- O pesquisador devera apresentar relatérios semestrais de acompanhamento e relatério final ao CEUA/HCPA.
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Anexo VII — Aprovacdo — Comissio de Pesquisa e Etica em Satide — HCPA (B)

HCPA - HOSPITAL DE CLINICAS DE PORTO ALEGRE
GRUPO DE PESQUISA E POS-GRADUAGAO

COMISSAO CIENTIFICA E COMISSAO DE PESQUISA E ETICA EM SAUDE

A Comissdo Cientifica e a Comissdo de Pesquisa e Etica em Salde, que é reconhecida pela Comissao
Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP)/MS como Comité de Etica em Pesquisa do HCPA e pelo Office For
Human Research Protections (OHRPYUSDHHS, como Institutional Review Board (IRB0G000921)
analisaram o projeto:

Projeto: 100201 Versao do Projeto:  19/05/2010 Versdo do TCLE: 19/05/2010

Pesquisadores:

ANDERSON RAVY STOLF
FLAVIO KAPCZINSKI

LISIA VON DIEMEN

KEILA MARIA MENDES CERESER
FELIX HENRIQUE PAIM KESSLER
CLAUDIA MACIEL SZOBOT
TATIANA ROMAN

RICARDQ HALPERN

FLAVIO PECHANSKY

Titulo: Prospeccéo de marcadores bioldgicos associados a toxicidade sistémica e neural
desencadeados pelo uso de cocaina tipo crack ao longe do ciclo da vida.

- Este projeto foi Aprovado em seus aspectos éticos e metodolégicos, inclusive quanto ao seu Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido, de acordo com as Diretrizes e Normas Internacionais e Nacionais,
especialmente as Resolugdes 196/96 e complementares do Conselho Nacional de Satde. Os membros do
CEP/HCPA nédo participaram do processo de avaliagdo dos projetos onde constam como pesquisadores.
Toda e qualquer alteragdc do Projeto, assim como os eventos adversos graves, deverdo ser comunicados
imediatamente ao CEP/HCPA. Somente poderao ser utilizados os Termos de Consentimento onde conste a
aprovagio do GPPG/HCPA.

- De acordo com a regulamentacio da Resolugdo 340/2004 do CNS/MS o CEP/HCPA foi credenciado,
através da Carta Circular N° 037 CONEP/CNS/MS de 11 de agosto de 2004, para dar aprovagao final para

este projeto.

s

Proff Nadjtie Clausell
Coordenadara GPPG e CEP/HCPA

Porto Alegre, 02 de julhc de 2010.
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Anexo VIII - Aprovacdo Comissdo de Etica em Pesquisa da PUCRS

e Pontificia Universidade Catolica do Rio Grande do Sul
Faculdade de Psicologia
Programa de Pos-Graduagdo em Psicologia

Oficio 063/2010 - SGL

Porto Alegre, 16 de novembro de 2010.

Senhor(a) Pesquisador(a)

A Comissdo Cientifica da Faculdade de Psicologia da PUCRS apreciou e aprovou
seu protocolo intitulado “COMPORTAMENTOS MOTIVADOS EM USUARIAS DE CRACK:
RELACAO COM NEGLIGENCIA NA INFANCIA E O CRAVING".

Sua investigacdo estd autorizada a partir da presente data, sem a necessidade
de passar pelo Comité de Etica, devido a aprovacdo do projeto maior “ESTILOS
PARENTAIS, NEGLIGENCIA NA INFANCIA E O CRAVING EM USUARIAS DE CRACK:
RELACAO COM FUNCOES EXECUTIVAS, COMPORTAMENTO AGRESSIVO E MARCADORES
BIOLOGICOS”, conforme oficio CEP n® 1229/10.

Atenciosamente,

- A - _/‘2/‘\.—‘(,9—‘___‘
Profa/ Dra. ..';;rg::lretL a Silva Oliveira

Coordenadora da "Comigééo Cientifica da Faculdade de Psicologia

Ilmo(a) Sr(a)

Prof. Orientador: Rodrigo Grassi de Oliveira
Pesquisador(a): Ingrid D'Avila Francke

Campus Central
D C Av. Ipiranga, 6681 - P. 11- 99 andar - CEP 90619-900
PlJCi W) Porto Alegre - RS - Brasil
- Fone: (51) 3320-3500 - Fax (51) 3320 - 3633
E-mail: psicologia-pa@pucrs, br
www ., pucrs.br/psipos



