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Resumo

O TDAH (transtorno de déficit de atencdo/ hiperatividade) € um transtorno
multifatorial com herdabilidade de 76%. E mais prevalente na infancia e
adolescéncia (5,29%) do que na vida adulta (2,5%). Nos estudos sobre a genética
do transtorno, os alvos mais visados tém sido genes da via das catecolaminas (que
inclui o sistema noradrenérgico), em parte devido ao fato de que é o local de acdo
de psicoestimulantes usados no tratamento do TDAH. Uma recente meta-analise
apresentou evidéncia de heterogeneidade na associagdo entre o polimorfismo Dral
1780 C>T do gene do receptor adrenérgico alfa-2A (ADRA2A) com o TDAH em
criangas, sugerindo a necessidade de estudos adicionais para explicar as possiveis
razbes para esta heterogeneidade. No presente estudo, foi analisada a associa¢éo
entre trés polimorfismos (Mspl -1291 C>G, Hhal -262 G>A e Dral 1780 C>T) do
ADRA2A e o TDAH em adultos e variaveis relacionadas, tentando identificar
possiveis fatores explicativos dos resultados conflitantes prévios. A amostra foi
composta por 403 adultos com TDAH, diagnosticados de acordo com o DSM-IV e
232 controles provenientes do banco de sangue de Porto Alegre-RS. Os
polimorfismos foram analisados pelas técnicas de PCR-RFLP e PCR-TagMan
(Applied Biosystems). A comparacgéo das freqiéncias alélicas e genotipicas entre as
amostras foi realizada por meio do teste do Qui-quadrado, e as associagdes com
caracteristicas de personalidade através da ANOVA. Todas as freqiéncias estavam
em equilibrio de HW e néo foi encontrada nenhuma diferenca significante entre as
frequéncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos analisados entre os casos de
TDAH e os controles. Entretanto, foi verificada associagéo dos polimorfismos Mspl -
1291 C>G e Dral 1780 C>T com caracteristicas de temperamento (Procura de
Novidades, Evitacdo de Danos e Persisténcia). Além disso, o haplétipo contendo os
alelos G-G-T (Mspl-Hhal-Dral) apresentou escores mais baixos em Evitagdo de
Danos e Persisténcia e mais elevados em Procura de Novidades quando comparado
aos demais haplétipos. Concluindo, nossos resultados fornecem evidéncias
sugestivas de que a associagdo entre polimorfismos no gene ADRA2A e dimensdes
de temperamento poderiam ser responsaveis pelos resultados conflitantes nos
estudos de associacdo entre o0 ADRA2A e o TDAH. Futuros estudos genéticos em

criangas com TDAH devem incluir a andlise de variaveis de personalidade.



Abstract

The ADHD (Attention deficit hyperactivity disorder) is a multifatorial disorder with
heritability of 76%. It is more prevalent in childhood and adolescence (5.29%) than
adulthood (2.5%). In molecular genetic approaches to ADHD, the most obvious
target has been the catecholamine pathway (including the noradrenergic system), in
part because it is the locus of action of psychostimulants used to treat ADHD. A
recent meta-analysis showed evidence for heterogeneity in the association between
the Dral 1780 C>T polymorphism in the adrenergic receptor alpha-2A gene
(ADRA2A) and childhood ADHD, suggesting the need for further research to explain
the reasons for this heterogeneity. In present study, we investigated the association
between three polymorphisms (-1291 C>G Mspl, -262 G>A Hhal and 1780 C>T Dral)
in the ADRA2A gene and ADHD in adults and related variables, trying to identify
characteristics that could explain the previous conflicting findings. The sample
included 403 ADHD adult patients that fulfilled diagnostic criteria for DSM-IV, and
232 controls. The polymorphisms were amplified with PCR-RFLP and PCR-TagMan
(Applied Biosystems). The genotype and allele frequency comparisons between
ADHD patients and controls were performed with the Chi-square test, and the
associations with personality characteristics by ANOVA. All frequencies were in
Hardy-Weinberg equilibrium and no significant differences in allele and genotype
frequencies of the polymorphisms were found between patients and controls.
However, there was association between the Mspl -1291 C>G and Dral 1780 C>T
polymorphisms with temperament profiles (Novelty Seeking, Harm Avoidance, and
Persistence). Additionally, the haplotype carrying the G-G-T alleles (Mspl-Hhal-Dral)
presented lower scores in Harm Avoidance and Persistence and higher in Novelty
Seeking compared with other haplotypes. In conclusion, this study provides
suggestive evidence that the association between ADRA2A gene polymorphisms and
temperament dimensions could account for the conflicting results of association
studies of ADRA2A and ADHD observed in children with ADHD. Future genetic

studies in children with ADHD should include the analysis of personality variables.



Capitulo 1 — INTRODUCAO



1.1 — Caracterizagao Clinica e Epidemioldgica

O TDAH (transtorno de déficit de atencdo/ hiperatividade) é um dos
transtornos psiquiatricos mais prevalentes na infancia e tem sido investigado
intensamente e sob vérios aspectos nas ultimas décadas (Goldman et al., 1998). O
TDAH foi primeiro considerado como um transtorno restrito a infancia e adolescéncia
(Polanczyk & Rohde, 2007), por isso, & melhor estudado em criancas, e
relativamente pouco se sabe ainda sobre o transtorno na vida adulta (Davidson,
2008). Estudos longitudinais tém demonstrado que, embora exista um claro declinio
dos sintomas com a idade, eles tendem a persistir em uma proporcao variavel de
pessoas (Wilens et al.,, 2004), ou seja, o TDAH diagnosticado nas criangcas pode
persistir até a vida adulta. Numa revisdo sistemética e meta-andlise dos estudos
longitudinais do TDAH, Faraone et al. (2006a) encontraram uma taxa de persisténcia
de 15% quando o diagnéstico de TDAH é completo e de 40-60% incluindo os casos

de TDAH em remisséo parcial.

De forma semelhante as criancas e adolescentes, adultos com TDAH tém
uma habilidade razoavel para se concentrar, mas ndo sdo capazes de fazerem isto
sob circunstancias especificas, como quando eles estdo em contato com outros
estimulos (Mattos et al., 2006). Suas dificuldades ficam bem mais evidentes em
situagbes nas quais eles estdo aborrecidos ou distraidos por estimulos internos
(emogBes) ou externos, em niveis mais altos que os observados na populagdo em
geral (Braun et al., 2004), comprometendo o desempenho nas tarefas. A
hiperatividade observada em criangas pode corresponder a atividades excessivas
em adultos. A desatencdo em adultos pode também ser observada nas conversas,
em deveres que requerem organizagdo e também em manter a atengdo por um
longo tempo, bem como em dificuldades de memaria (Mattos et al, 2006). O nivel de
prejuizos causados pelos sintomas do TDAH pode ser diferente entre criangas e
adultos, e os sintomas provavelmente afetardo diversas situagbes na vida adulta,

como vida conjugal, familiar e ocupacional (Davidson, 2008).

A prevaléncia mundial estimada para o TDAH apresenta valores bastante
diferentes em varios estudos, variando de 1% a 20%, dependendo da regido

demografica ou do critério diagnostico utilizado. Polanczyk et al. (2007a) fizeram



uma estimativa da prevaléncia do TDAH combinando dados de diversas regides do
mundo e chegaram a um valor em torno de 5,29% para criangas. Simon et al.
(2009), por sua vez, estimaram um valor de 2,5% de prevaléncia do TDAH em
adultos. E importante salientar que ha uma diferenca na prevaléncia do TDAH entre
0S sexos. A propor¢gdo em criangas varia de 3:1 a 9:1 (meninos: meninas),
dependendo da origem da amostra analisada (Staller & Faraone, 2006). O estudo do
TDAH é de grande importancia para saude publica, uma vez que estd associado a
uma vida profissional irregular, traz prejuizos nas relacbes sociais e na vida
econdmica dos afetados, e isso pode conduzir ao estresse, baixa auto-estima e a

outros problemas psicossociais.

1.2 — Critérios Diagndésticos e Subtipos

Os dois principais sistemas utilizados para a classificagdo dos transtornos
psiquiatricos sdo a Classificagdo Internacional de Doencas — 102 edi¢éo (CID-10), da
Organiza¢do Mundial da Saude (OMS, 1993) e o Manual Diagndstico e Estatistico
dos Transtornos Mentais — 42 edigcdo (DSM-1V), da Associagcdo Norte-Americana de
Psiquiatria (APA, 1994). Esse Uultimo € o utilizado como critério diagndstico
operacional na maioria das pesquisas cientificas em TDAH, incluindo o presente

trabalho.

O DSM-IV apresenta nove sintomas clinicos de desatencdo e outros nove
sintomas de hiperatividade/ impulsividade como sendo caracteristicos do individuo
com TDAH (Anexo 1). O diagnostico € confirmado pela presencga de, no minimo, seis
desses nove sintomas de desatencado e/ou sintomas de hiperatividade/impulsividade.
Se o paciente apresenta seis ou mais sintomas de desatencgéo, ele é caracterizado
como do subtipo desatento; se apresentar seis ou mais sintomas de hiperatividade/
impulsividade, ele é caracterizado como do subtipo hiperativo/ impulsivo; e, por fim,
se apresentar seis ou mais sintomas de desatencgéo e hiperatividade/ impulsividade,
€ caracterizado como do subtipo combinado. Por fim, os individuos que, no
momento da consulta, apresentam alguns sintomas do TDAH, mas que néo
satisfazem todos os critérios do DSM-IV, enquadram-se no subtipo “not otherwise

specified” (Faraone et al., 2006b).
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1.3 — Neurobiologia e Etiologia

O conhecimento emergente sobre a etiologia e fisiopatologia do TDAH deve
levar a um melhor entendimento da neurobiologia do transtorno. Estudos de
neuroimagem e neuropsicoldgicos tém fornecido muitas evidéncias de que pacientes
com TDAH possuem anormalidades na estrutura e fungéo cerebrais. Em estudo
realizado por Valera et al. (2007), as regides mais frequentemente afetadas e que
apresentaram as maiores diferencas foram o cerebelo, o corpo caloso, cortex pré-
frontal, cértex cingulado anterior, assim como o volume cerebral total e direito. Um
estudo prévio realizado por Seidman et al. (2006) ja havia sugerido que adultos com
TDAH tém em média uma pequena redugcdo na massa cinzenta cortical, bem como
no volume do cortex cingulado anterior e pré-frontal. Estes resultados séo
consistentes com estudos de criancas, sugerindo que o TDAH é mediado por déficits
em regides cerebrais envolvidas na atengdo e no controle executivo (Valera et al.,
2007). Muitas dessas regibes estdo envolvidas no processamento da atengéo,

controle executivo, memaria do trabalho e outras fungfes cognitivas.

O TDAH é um transtorno complexo e multifatorial, causado pela confluéncia
de muitos fatores de risco genéticos e ambientais, cada um tendo um pequeno efeito
sobre o aumento de vulnerabilidade ao transtorno. Esta visdo multifatorial do TDAH
€ consistente com a heterogeneidade observada em sua fisiopatologia e expressao
clinica e sugere que sdo necessarias multiplas linhas de pesquisa a fim de entender
0S mecanismos que levam ao transtorno (Faraone, 2006). Os principais fatores
ambientais relatados na literatura envolvidos na etiologia do TDAH sé&o o uso de
alcool durante a gravidez, a exposicao ao tabagismo também durante a gravidez e o
baixo peso da crianga ao nascer (Banerjee et al., 2007; Bhutta et al., 2002; Brookes
et al., 2006; Langley et al., 2005), fatores estes que podem estar intimamente

relacionados entre si.

Estudos realizados com gémeos, familias e adotados ajudaram a estimar o
impacto da influéncia ambiental e genética sobre o TDAH. O TDAH apresenta uma
herdabilidade de 76% (Faraone et al., 2005) e a ocorréncia do transtorno em
parentes de primeiro grau de pacientes é aproximadamente cinco vezes maior que

em familias controles (Epstein et al., 2000; Faraone et al., 2000). Entretanto, é
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interessante salientar que o subtipo de TDAH de um paciente afetado dentro da
familia ndo prediz o subtipo de outro membro afetado na mesma familia (Albayrak et
al., 2008).

Os alvos mais visados para o estudo da genética molecular do TDAH tém
sido genes da via das catecolaminas (sistemas dopaminérgico, serotoninérgico e
noradrenérgico), em parte devido ao fato de que é o local de acdo de
psicoestimulantes usados no tratamento do TDAH (Greenhill, 2001). Um segundo
grupo de alvos sdo genes envolvidos no desenvolvimento cerebral e do sistema
nervoso (Roman et al., 2009). O entendimento da neurobiologia e da genética
desses sistemas pode fornecer uma compreensdo mais detalhada das

caracteristicas comportamentais observada no TDAH (Prince, 2008).

Modelos animais indicam que a dopamina (DA) e serotonina (5-HT) no cortex
frontal funcionam com um importante papel na modulacdo da atencdo e no controle
de resposta (Ruotsalainen et al., 1997). Sagvolden et al (2005) propuseram que a
hipofuncdo do sistema dopaminérgico resulta numa atencdo deficiente, funcdes
executivas deficientes e modulacdo prejudicada da atividade motora. A
noradrenalina, por sua vez, desempenha um papel em algumas formas de TDAH
atraves da disfuncéo do locus coeruleus (Posner & Petersen, 1990), regido do tronco
encefélico onde se concentra o0s corpos celulares da maioria dos neurdnios
noradrenérgicos (Arnsten et al., 1996; Park et al., 2005). Estudos fisiol6gicos em
animais tém sugerido que o locus coeruleus funciona com maior papel na atengéo
(Aston-Jones et al., 1984). Existem evidéncias de que a noradrenalina esté
envolvida na modulacdo da ateng&o, memoria do trabalho, inibicAo comportamental,

planejamento e vigilancia (Arnsten, 2006; Madras et al., 2005).

Uma revisdo meta-analitica recente (Gizer et al., 2009) incluiu vérios
polimorfismos ja analisados em pelo menos quatro estudos, em criangas com TDAH.
Polimorfismos no DAT1, DRD4, DRD5, 5HTT, HTR1B e SNAP-25 apresentaram
uma associagao significante com o transtorno. Outros genes analisados (DBH,
ADRA2A, TPH2 e MAOA) revelaram achados mais complexos, com
heterogeneidade significante entre os estudos, e que necessitam de investigacdes

adicionais para explorar os potenciais moderadores da associagao.
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Alguns genes que contribuem para o TDAH em criangas podem nao ser
exatamente 0os mesmos que contribuem para o TDAH em adolescentes e/ou adultos
(Thapar et al., 2007). Uma explicacdo seria a de que os genes podem se expressar
diferencialmente ao longo do desenvolvimento. Uma segunda possibilidade esta
relacionada ao fato de que o padrao de comorbidades (coexisténcia de dois ou mais

transtornos) difere entre criangas e adultos (Davidson, 2008).

1.4 Heterogeneidade fenotipica

Embora a heterogeneidade do TDAH j& seja consideravelmente detalhada na
propria classificagdo do transtorno em subtipos (conforme mencionado
anteriormente), outras caracteristicas como a associacdo com outros transtornos

mentais (comorbidades) e caracteristicas de personalidade também s&o relevantes.

1.4.1 — Comorbidades

Na amostra estudada na presente dissertacdo, a comorbidade psiquiatrica
tém se mostrado como preditora de desfechos relevantes para a saude mental dos
pacientes. Por exemplo, pacientes com TDAH associado & depressdo maior
procuram tratamento mais cedo do que aqueles que ndo sofrem com esta
comorbidade, e a oportunidade para um diagnéstico antecipado do TDAH naqueles

sem depressao é usualmente perdida (Fischer et al., 2007).

H& evidéncias de que a maioria dos adultos portadores de TDAH (~80%)
apresentam ao menos algum outro transtorno psiquiatrico associado ao longo da
vida (Biederman et al., 1993; Kooij et al., 2001; McGough et al., 2005; Murphy &
Barkley, 1996). As comorbidades mais comumente associadas ao TDAH em adultos
sdo o transtorno de conduta, transtorno de oposigéo desafiante (TOD), transtorno de
personalidade anti-social, transtorno de ansiedade, abuso ou dependéncia de alcool,
nicotina e outras substancias, e transtorno depressivo maior (Biederman et al., 2004,
Downey et al., 1997; Kooij et al., 2001; McGough et al., 2005; Secnik et al., 2005;
Wilens et al., 2004).
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O padrédo de comorbidades de cada paciente esta relacionado, também, com
a idade de inicio dos sintomas de TDAH. Em estudo realizado por Karam et al.
(2009) na mesma amostra desse trabalho, os individuos com inicio precoce de
TDAH (menos de 7 anos) apresentaram mais escores de hiperatividade e TOD em
comparacao aos individuos de inicio tardio do transtorno (entre 7 e 12 anos). Outro
dado interessante € que o diagnostico de transtorno de ansiedade generalizado é

mais frequiente em individuos que possui inicio tardio do TDAH.

As evidéncias mostradas acima indicam que as comorbidades podem ser
relevantes para os estudos genéticos ja que podem resultar de diferentes fatores de
suscetibilidade (Albayrak et al., 2008). Além disso, considerar o efeito da
comorbidade sobre a associagédo do TDAH com um dado gene permite um maior

controle estatistico sobre os fatores que poderiam influenciar a associagéo.

1.4.2 — Personalidade

Uma das perspectivas abertas pelos estudos de associagdo do tipo caso-
controle é a exploragdo de fendtipos intermediarios entre o efeito do gene e o
transtorno mental. Na genética psiquiatrica, o conceito mais utilizado para essas
caracteristicas intermediarias é o de endofenétipo, definido como um fenotipo mais
proximal a etiologia biolégica de um transtorno clinico do que seus sinais e sintomas
e influenciados por um ou mais dos mesmos genes de suscetibilidade do transtorno
(Almasy & Blangero, 2001; Gottesman & Gould, 2003; Skuse, 2001). A identificagao
de endofenoétipos seria potencialmente util para minimizar a perda de poder
estatistico gerada pela heterogeneidade fenotipica de um transtorno. Nessa
perspectiva, as dimensbes de personalidade tém sido consideradas como um

possivel endofenodtipo para o TDAH (Lynn et al., 2005).

Varidveis de personalidade s&o bastante estudadas em transtornos
psiquiatricos. O Inventario do Temperamento e Carater (TCI), descrito por Cloninger
et al. (1993) descreve um modelo psicobioldgico da estrutura e desenvolvimento da
personalidade que leva em conta dimensfes do temperamento e do caréater. Este
modelo sera considerado na presente dissertagdo porque foi delineado tendo em

conta a genética e a neurobiologia. O questionério aplica 240 questdes verdadeiro/

14



falso a fim de descrever detalhadamente quatro dimensdes de temperamento
(Procura de Novidades, Evitagdo de Danos, Dependéncia de Recompensa e
Persisténcia) e trés dimensdes do carater (Auto-direcionamento, Auto-
transcendéncia e Cooperatividade) (Tabela 01). Cada um dos quatro itens de
temperamento tem herdabilidade em torno de 50% a 65%. Neste modelo, foi
sugerido ainda que as dimensdes de carater seriam fracamente herdaveis e

dependentes do aprendizado social do individuo

Salgado et al. (2009), estudando a mesma amostra da presente dissertacéo,
demonstraram que os diferentes subtipos de TDAH em adultos sdo caracterizados
por diferencas importantes nos escores de TCIl. Por exemplo, pacientes do subtipo
combinado do TDAH apresentaram escores mais elevados em Procura de
Novidades e mais baixos em Cooperatividade, quando comparados aos pacientes
do subtipo desatento. Além disso, maior indice de desatenc¢do foi associado com
escores mais baixos em Auto-Direcionamento e maior em Evitagcdo de Danos; e
indices maiores de hiperatividade/ impulsividade correlacionaram-se positivamente
com Procura de Novidades e Persisténcia. Essas associagdes ocorreram da mesma

forma em homens e mulheres.

15



Tabela 01. Descricdo abreviada das caracteristicas avaliadas pelo Inventério do

Temperamento e Caréter - TCI (Cloninger et al., 1993).

Inventario do Temperamento e Carater

Varidveis de Temperamento

- Procura de Novidades

excitabilidade exploratéria vs. rigidez
impulsividade vs. reflexdo
extravagancia vs. reserva
desorganizagéo vs. organizagao

- Evitacdo de Danos

aflicdo antecipatéria vs. otimismo
medo do incerto vs. confianga
timidez vs. extroversao
cansaco e debilidade vs. vigor

- Dependéncia de Recompensa

sentimentalidade vs. insensibilidade
dedicacgéao vs. desinteresse
dependéncia vs. independéncia

- Persisténcia

persisténcia vs. indeterminacéo

Variaveis de Carater

- Auto-direcionamento

responsavel vs. censuravel
objetivo vs. ndo objetivo
desenvoltura vs. apatia

maleavel vs. contendedor

- Auto-transcendéncia

esquecido vs. atento
identificac&o transpessoal
aceitacao espiritual vs. materialismo

- Cooperatividade

aceitacao social vs. intolerancia
empatia vs. desinteresse social
utilidade vs. inutilidade
compaixao vs. espirito vingativo
puro e generoso vs. egoista
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1.5 -0 gene ADRA2A

Na revisdo meta-analitica de Gizer et al. (2009) mencionada anteriormente,
um dos genes que apresentaram evidéncias de uma heterogeneidade significativa é
0 Receptor Adrenérgico Alfa-2A (ADRA2A). No contexto de uma meta-analise,
quando nos varios estudos analisados existem diferencas quanto ao desenho de
experimento, conduta de diagndstico, caracteristicas dos participantes, intervengdes,
exposicOes etc, tal diversidade é comumente referida como heterogeneidade clinica
ou metodologica (ou simplesmente heterogeneidade), e pode ou n&o ser
responsavel por discrepancias observadas nos resultados dos estudos (Higgins &
Thompson, 2002). Quando é observada heterogeneidade em uma meta-andlise,
estid subentendida a necessidade de realizagdo de investigacbes adicionais

buscando a explicagéo para a discrepancia nos resultados.

Os trés tipos principais de receptores adrenérgicos sdo o alfa-1, alfa-2 e beta,
e sao classificados com base nos padrdes de ligacdo ao neurotransmissor e nas
propriedades fisiologicas, sendo que cada um deles tém pelo menos trés subtipos.

Para os receptores alfa-2, os trés subtipos identificados foram o alfa-2A, alfa-2B e

(N

alfa-2C (Bylund, 2005). Cada um dos subtipos do receptor adrenérgico alfa-2
especifico na distribuicdo em tecidos e células, padrdo ontogenético, regulacéo e
funcdes fisiologicas (Shishkina & Dygalo, 2002). O receptor adrenérgico alfa-2,
particularmente o subtipo alfa-2A, € uma proteina chave no controle do sistema que
regula atencdo, vigilancia e memoria (Maestu et al., 2008). Os receptores
adrenérgicos alfa-2A sdo acoplados a proteina-G, mediando outras importantes
respostas fisiologicas, particularmente no sistema cardiovascular e sistema nervoso
central, e dessa forma participam diretamente ou indiretamente em todos os
aspectos do estresse e excitagdo, incluindo fungbes cognitivas, respostas
cardiovasculares e efeitos metabdlicos (Lafontan & Berlan, 1993). Desta forma, ha
evidéncias de que, dos vérios tipos de receptores alfa-2 no cérebro, o mais

promissor para estudos no TDAH seria 0 ADRA2A.

O gene ADRA2A esta localizado na regido cromossémica 10q24-26 (Lario et
al., 1997), sendo expresso em muitas areas do cérebro. Trata-se do receptor

adrenérgico mais prevalente no coértex pré-frontal (Arnsten et al., 1996), uma das
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regides cerebrais que apresentam diferencas entre individuos com TDAH e pessoas
sem o transtorno. Lesdes no cortex pré-frontal podem resultar em comportamento
desinibido, aumento da atividade motora, atencéo debilitada e habilidade diminuida

para inibir estimulos distrativos (Southwick et al., 1999).

Vérios polimorfismos ja foram estudados no gene ADRAZ2A, trés dos quais
figuram entre os mais descritos na literatura em TDAH (Figura 1). Um deles € o
polimorfismo de nucleotideo Unico (SNP) -1291 C>G (rs1800544, também conhecido
como Mspl), que cria um sitio de restricdo para enzima Mspl na regido promotora do
gene, e que foi identificado por Lario et al. (1997). Os outros dois polimorfismos séo
0 -262 G>A (rs1800545, Hhal) e o 1780 C>T (rs553668, Dral) — identificados por
Park et al. (2005) e Hoehe et al., (1988), respectivamente. Esses polimorfismos
podem ser considerados os mais importantes do gene ADRAZ2A, pois, conforme
estudo realizado por Kurnik et al. (2006), as trés principais familias de haplotipos do
gene ADRA2A podem ser caracterizadas por esses 3 marcadores, mostrados na
Figura 1. N&o ha evidéncias de efeitos funcionais diretos destes polimorfismos do
ADRAZ2A (Kurnik et al., 2006; Park et al., 2005).

-1291 C=G Mspl 1780 C=T Dral

A

H
& -262 G=A Hhal
=

2691 A>C
-2641 A=G

— 2210 A=T
<« -1808 G>T
«—— 1536 C=T

+— 753 C=G
«— 1093 Cr4

iy
]
=)
el
"l

+— 1302 C>4
«— 2200 G4
«— D372 A>G

— -

1=I‘i:3 pb

Figura 1. Estrutura detalhada do gene ADRA2A (3650pb) e alguns dos polimorfismos ja
detectados tanto na regido codificadora quanto nas regiées flanqueadoras do gene. Os trés
polimorfismos sublinhados e em negrito foram analisados no presente estudo e caracterizam

as trés principais familias de haplétipos do gene ADRA2A.
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Estudos prévios (Comings et al., 1999; Park et al., 2005; Roman et al., 2003;
Roman et al., 2006; Schmitz et al., 2006; Stevenson et al., 2005) avaliaram a
associagéo entre ADRA2A e TDAH na infancia, sugerindo um papel do polimorfismo
Mspl -1291 C>G na suscetibilidade para o transtorno. No entanto, outros estudos
nao confirmaram a associacdo entre 0 mesmo e o TDAH (Cho et al.,, 2008a;
Deupree et al.,, 2006; Wang et al., 2006; Xu et al., 2001). Outro estudo realizado
recentemente (Da Silva et al., 2008) encontrou associagdo do polimorfismo
supracitado com uma melhora dos sintomas nos individuos do subtipo desatento do
TDAH, portadores do alelo G, e que estavam sob tratamento com metilfenidato. Este

achado corrobora os dados encontrados por Polanczyk et al. (2007b).

Outros dois SNPs no gene ADRA2A, o Dral 1780 C>T (rs553668) na regiao 3’
ndo-traduzida (3' UTR — untranslated region) e o Hhal -262 G>A (rs1800545) na
regido 5’ UTR tém sido estudados em outras populagdes e foram identificados por
Hoehe et al (1988) e Park et al. (2005), respectivamente. Em dois estudos (Park et
al., 2005; Waldman et al., 2006) foi verificada transmisséo preferencial do alelo T do
polimorfismo Dral para criangas portadoras do TDAH. Entretanto, Cho et al. (2008a)
encontraram na sua amostra transmissdo preferencial do alelo C deste mesmo
polimorfismo. Outros dois estudos (Deupree et al., 2006; Wang et al., 2006) n&o
encontraram transmissao preferencial de nenhum dos alelos do Dral. Dos estudos
realizados com o polimorfismo Hhal (Deupree et al., 2006; Park et al., 2005;
Waldman et al., 2006), nenhum encontrou transmisséo preferencial de nenhum dos
alelos. E importante salientar que todos esses estudos foram realizados em
criangas. Em adultos, até o presente momento, ndo ha dados a respeito da possivel

relacdo dos polimorfismos supracitados e o TDAH.
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Capitulo 2 — JUSTIFICATIVAS E OBJETIVOS
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2.1 — Justificativas

O TDAH é um transtorno comum em criangas e adultos, com impacto
importante na vida dos individuos, e estd associado com uma vida escolar e
profissional irregular, prejuizo nas relagdes sociais e econdmicas, predispondo o
individuo a um desempenho abaixo do seu potencial. Diante disso, é fundamental o
estudo das bases bioldgicas da doenga, a fim de poder esclarecer e tentar produzir

conhecimento para melhorar a vida dos individuos acometidos pelo transtorno.

Os estudos sobre o papel do gene ADRA2A no TDAH apresentam resultados
conflitantes. Além disso, hd uma caréncia absoluta de resultados em pacientes
adultos. Portanto, € necessaria a realizagdo de um estudo de associacdo entre
polimorfismos deste gene com o TDAH em uma amostra de adultos, e tais
resultados devem também tentar esclarecer as razdes da heterogeneidade
observada em Gizer et al. (2009), e o motivo das inconsisténcias nos estudos de
associagéo entre ADRA2A e TDAH.
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2.2 — Objetivos

2.2.1 - Geral

Estudar a associagdo entre polimorfismos no gene ADRA2A com o TDAH e
variaveis relacionadas em adultos, tentando identificar possiveis fatores explicativos

da heterogeneidade ja relatada para essa associacdo em amostras de criangas.

2.2.2 — Especificos

a. — Investigar a possivel associagdo dos polimorfismos Mspl -1291 C>G
(rs1800544) na regido promotora, Hhal -262 G>A (rs1800545) na regido 5 UTR e
Dral 1780 C>T (rs553668) na regido 3’ UTR no gene ADRA2A com o TDAH em uma

amostra de adultos.

b. — Investigar a possivel associacdo dos polimorfismos supracitados no gene
ADRA2A com fatores associados ao TDAH (como presenga de comorbidades e
caracteristicas de personalidade da amostra), a fim de se detectar possiveis
elementos relacionados com a heterogeneidade descrita na associagao entre o gene

e o transtorno.

c. — Estimar haplétipos derivados dos trés polimorfismos do gene ADRA2A e

verificar se existe alguma influéncia no TDAH e seus fatores associados.
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Capitulo 3 — MANUSCRITO EM PREPARACAO

Titulo: ADRA2A polymorphisms and adult
ADHD: Possible mediating effect of personality

23



ADRAZ2A polymorphisms and adult ADHD: Possible mediating effect of

personality

Caio Cesar Silva de Cerqueiral; Evelise Regina Polina®; Verdnica Contini*; Francine
Zanchetta Coelho Marques®; Eugénio Horacio Grevet’; Carlos Alberto Iglesias
Salgado? Paula O. G. da Silva% Felipe A. Picon% Paulo Belmonte-de-Abreu®;

Claiton Henrique Dotto Bau® 2.

'Departament of Genetics, Instituto de Biociéncias, Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil.

?Adult ADHD Outpatient Clinic, Hospital de Clinicas de Porto Alegre, Porto Alegre,
RS, Brazil.

®Departament of Psychiatry, Faculdade de Medicina, Universidade Federal do Rio

Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil.

Correspondence: Dr. Claiton Henrique Dotto Bau, Departamento de Genética,
Instituto de Biociéncias, UFRGS, Caixa Postal:15053, CEP:91501-970, Porto Alegre,
RS, Brazil. Email: claiton.bau@ufrgs.br

Telephone: (5551) 3308-6718

Fax: (5551) 3308-7311

24



Abstract

Several studies tested for the association between polymorphisms in the ADRA2A
gene and childhood ADHD. However, a meta-analysis of these results pointed to a
significant heterogeneity, raising the need for explanatory studies. Since one possible
source could be the effect of other relevant clinical characteristics, we studied three
polymorphisms in the ADRA2A gene (-1291 C>G — Mspl; -262 G>A — Hhal; 1780
C>T - Dral) in 403 adult patients with ADHD and 232 controls assessed in relation to
comorbidity and personality characteristics. The diagnosis followed DSM-1V criteria,
and personality dimensions were evaluated with the Temperament and Character
Inventory (TCI). There were no significant differences in allele and genotype
frequencies between cases and controls. However, carriers of the Mspl G allele
presented lower scores in harm avoidance, and carriers of the Dral T allele had more
novelty seeking and less harm avoidance and persistence. Additionally, the
haplotype carrying the G-G-T alleles (Mspl — Hhal - Dral) was associated with lower
scores in harm avoidance and persistence and higher in novelty seeking compared
with other haplotypes. These findings suggest that the conflicting findings obtained in
association studies between ADRA2A polymorphisms and ADHD might be related to
the temperament profiles, and support additional studies addressing these effects in

larger samples.

Keywords: Harm Avoidance, Heterogeneity, Novelty Seeking, Persistence,

Personality and Temperament.
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Introduction

Attention deficit hyperactivity disorder (ADHD) is a multifatorial disorder with
heritability of 76% [13], and worldwide prevalence estimated as 5.29% among
children [35] and 2.5% in adults [46]. The significant heritability and public health
relevance of the disorder have thus stimulated genetic linkage and association
studies.

A recent meta-analytic review [18] included all polymorphisms analyzed in at
least four studies in childhood ADHD. Polymorphisms in DAT1, DRD4, DRD5, 5HTT,
HTR1B, and SNAP25 presented significant associations. A few other genes revealed
more complex findings, with significant heterogeneity among studies, indicating the
need for further investigation. One of such genes is the adrenergic alpha-2A receptor
gene (ADRAZ2A), located on chromosome 10g24-q26 [26]. This gene has been a
candidate in ADHD because it is the most prevalent noradrenergic receptor in the
prefrontal cortex [6, 34]. There are strong evidences that adequate noradrenergic
function is necessary for optimal function of the prefrontal cortex, which is important
for attention control [4, 5].

Three ADRA2A polymorphisms were included in the meta-analysis of Gizer et
al. [18] and were the focus of most association studies. The most intriguing findings
are related with the Dral polymorphism (1780 C>T — rs553668). Park et al. [34]
verified preferential transmission of the T allele for children with ADHD. Nevertheless,
Cho et al. [9] found preferential transmission of the C allele. Other two studies [12,
50] did not find any association. The meta-analysis of Gizer et al. [18] revealed a
significant heterogeneity in these findings.

The -1291 C>G (rs1800544, usually known as Mspl) has been associated with
ADHD, subtypes or dimensions of the disorder [34, 38, 39, 43, 47], although some

studies did not sustain this association [9, 12, 50, 51]. The results of the meta-
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analysis point to a non-significant result for allele Mspl G allele with eleven studies
pooled. Finally, there is no evidence of association with the Hhal polymorphism (-262
G>A —rs1800545) [12, 34].

Considering that there is no compelling evidence regarding functional effects
of these polymorphisms, haplotype analyses may provide additional information.
However, few haplotype studies were performed until now. In the Park et al. [34]
study, the haplotype G-G-T (Mspl — Hhal - Dral) was considered as the ADHD risk
and the haplotype C-G-C offered reduced risk to ADHD. However, Deupree et al. [12]
reported that the risk haplotype was the C-G-C, and the protective haplotype was the
C-G-T. It is noteworthy that all mentioned studies were performed in children. In a
sample of adults, to the best of our knowledge, there is no information on the
possible association of these polymorphisms and ADHD. In addition, there is lack of
information regarding possible sources of heterogeneity among studies, such as the
putative role of comorbidities and personality.

This study investigated the effect of these three polymorphisms in the
ADRAZ2A gene (-1291 C>G Mspl, -262 G>A Hhal and 1780 C>T Dral) in ADHD and
assessed the effects of comorbidity and personality dimensions in a search for
characteristics that could explain the heterogeneity observed in the meta-analysis of

Gizer et al. [18].

Materials and methods
Recruitment and diagnosis

The study recruited patients from the adult ADHD outpatient clinic of the
Hospital de Clinicas de Porto Alegre (a major teaching hospital in Southern Brazil).
Subjects included in this investigation were Brazilians of European descent, 18 years

or older, fulfilling diagnostic criteria for DSM-IV ADHD [2]. Exclusion criteria were the
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presence of significant neurological disease that might affect cognition, like epilepsy,
sequelae of cerebrovascular accidents and degenerative disorders, current or past
history of psychosis or dementia and estimated 1Q<70 [22].

The diagnostic procedures for ADHD followed the DSM-1V criteria [2] using the
Portuguese version of K-SADS-E [33] assessing present and worst lifetime episodes
of DSM-1V psychiatric disorders in children [1], adapted for adulthood symptoms [19]
with the adjustment of symptom onset to age 12 or earlier instead of 7 as reported by
others, because of operational advantages and diagnostic reliability [3, 7, 37]. The
severity of current ADHD and oppositional defiant symptoms was assessed by the
Swanson, Nolan, and Pelham scale — version IV (SNAP-1V) [48]. Axis | psychiatric
comorbidities were evaluated using the SCID-IV-R structured interview system [14].
The diagnoses of conduct and anti-social personality disorder were obtained using
the appropriate sections of the Mini-International Neuropsychiatric Interview (M.1.N.1.)
[45].

Temperament and character dimension scores were assessed by the
Temperament and Character Inventory (TCI) [11], validated to Portuguese [16]. The
TCIl employs a list of 240 sentences to be read and rated as true/false. The
instrument comprises 4 temperament dimensions (novelty seeking, harm avoidance,
reward dependence and persistence) and 3 character dimensions (self-directedness,
cooperativeness and self-transcendence) [11]. Among adults with ADHD, the
combined subtype was associated with higher scores in novelty seeking and lower
scores in cooperativeness than the inattentive subtype. Higher inattention scores
were associated with decreased self-directedness and increased harm avoidance,
whereas higher hyperactivity/impulsivity scores correlated positively with novelty

seeking and persistence [41].
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Previous studied have already provided a more detailed phenotypic
characterization of the sample, in terms of comorbidity [15, 20], cognition [21], and

personality [41].

Participants and study samples

The patients sample included 403 adult Brazilians of European descent, from
the ADHD adult outpatient clinic of Hospital de Clinicas de Porto Alegre. The average
age was 34 years old, 48.2% are females and 51.8% males. They were classified in
the combined subtype (54.8%), inattentive subtype (39.4%) or hyperactive/ impulsive
subtype (5.8%).

The control sample (n=232) was designed to be non-screened, representative
of the gene frequencies in Porto Alegre. All subjects (patients and controls) signed an
informed consent approved by the Ethics Committees of the Hospital and the Federal

University of Rio Grande do Sul.

Laboratory methods

The DNA was extracted by a salting out method [25]. The polymorphism Mspl
(rs1800544) in the ADRA2A gene was amplified with PCR conditions adapted from
Lario et al. [26] and Lima et al. [27], followed by digestion with Mspl and genotyping
in a 10% polyacrylamide gel stained with ethidium bromide. The other two
polymorphisms (Hhal - rs1800545 and Dral - rs553668) were amplified using the
primers and conditions suggested for the TagMan allelic discrimination system

(Applied Biosystems 7500 Real Time PCR System).
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Statistical analysis

The genotype, allele and haplotype frequency comparisons between ADHD
patients and controls and analysis on other categorical variables were performed with
the chi-square test. Continuous variables were analyzed by ANOVA. Linkage
disequilibrium and haplotype estimation comprising the -1291 C>G (Mspl), -262 G>A
(Hhal) and 1780 C>T (Dral) polymorphisms were performed with the MLOCUS
program [28, 29]. Potential confounders (demographic characteristics, 1Q, ADHD
subtype, comorbidities, temperament profiles) were included as covariates using a
statistical definition (association with both the study factor and outcome for a p<0.20)

[32].

Results

The genotype and haplotype frequencies of the ADRA2A polymorphisms in
ADHD patients and controls are shown in the Table 1. Both groups were in Hardy-
Weinberg equilibrium for all polymorphisms (Mspl - controls: x *= 0.221; p = NS;
patients: x 2 = 0.995; p = NS); (Hhal — controls: x = 0.236; p = NS; patients: X ? =
2.489; p = NS); (Dral — controls: X 2= 0.138; p = NS; patients: x > = 1.854; p = NS).
No significant differences in allele and genotype frequencies of the Mspl and Dral
polymorphisms were found between patients and controls in this study. Genotypes of
the Hhal polymorphism revealed a slight difference, but we did not consider it as
conclusive considering the very small frequency of the AA genotype. In addition, no
associations were observed between ADRAZ2A genotypes and frequent comorbidities
(conduct disorder, oppositional defiant disorder, antisocial personality disorder,
generalized anxiety disorder, major depressive disorder, alcohol abuse and
dependence and nicotine use). The pairwise linkage disequilibrium for patients with

ADHD were as follows: Mspl / Hhal - D’=1.00, r’=0.24, p<0.001; Mspl / Dral -
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D'=0.98, r?=0.53, p<0.001; Hhal / Dral - D'=1.00, r*=0.03, p<0.001. Equivalent results
were obtained in the control group.

Considering the small number of patients with homozygous genotypes for the
less frequent alleles, the comparisons regarding personality dimensions were
performed between carriers (homozygotes plus heterozygotes) vs. non-carriers of the
rare alleles (Table 2). Carriers of the Mspl G allele presented lower scores in harm
avoidance (F=4.61; p=0.032), and carriers of the Dral T allele had more novelty
seeking (F=4.56; p=0.033), less harm avoidance (F=4.25; p=0.040), and less
persistence (F=4.73; p=0.030). There were no significant differences in temperament
scores regarding the Hhal polymorphism, and among character dimension scores
and genotypes (data not shown).

Considering a previous report implicating the rare alleles of the Mspl and Dral
polymorphisms and the common allele of Hhal polymorphism with ADHD [34], we
compared carriers and non carriers of the G-G-T (Mspl — Hhal - Dral) haplotype
regarding temperament scores. The haplotype carrying the G-G-T alleles was
associated with lower scores in harm avoidance (F=4.12; p=0.043), lower scores in
persistence (F=4.29; p=0.039), and higher in novelty seeking (F=4.13; p=0.043)

compared with others haplotypes (Table 2).

Discussion

The results of this study of adults with ADHD are consistent with those
obtained in children samples, suggesting that the ADRA2A polymorphisms might
have a complex, indirect influence in ADHD. More important, these findings provide a
potential explanation for the heterogeneity observed in the meta-analysis of Gizer et

al. [18] for the Dral results. ADRA2A gene polymorphisms were associated with
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personality traits that are frequently described in externalizing behavioral traits
(higher novelty seeking and lower harm avoidance scores).

In addition to the significant heterogeneity observed in the ADHD findings [18],
ADRAZ2A polymorphisms have been associated in previous studies with different
phenotypes such as tobacco smoking [23, 36] and suicide behavior [17, 44]. A
potential explanation to these findings is that the gene may be related to an
intermediate phenotype related to all these characteristics. Personality dimensions
have been previously considered as candidate endophenotypes for ADHD [30] and
other psychiatric traits such as aggression and suicidal behavior [8, 40, 42].
Considering the significant heritability of temperament [24] and its strong association
with ADHD [10, 41], temperament may mediate gene effects in the disorder. If this
hypothesis is true, the presence of association between ADRA2A and ADHD and
other psychiatric disorders or comorbidities would vary according to the temperament
profile of the sample.

Méestu et al. [31] applied the NEO Personality Inventory in Estonian Children
and verified an association between the GG genotype in the Mspl polymorphism with
significantly higher scores on depression and significantly lower scores on morality
and orderliness compared to subjects with CC and CG genotypes. Tsai et al. [49]
failed to detect association between the Mspl polymorphism with Cloninger’s
temperament dimensions in a sample of healthy Han Chinese adults. However,
differences in genes frequencies, sample or culture profile might explain the
discordance between the present findings and those of Tsai et al. [49]. Taken
together, these findings raise the need for more integrative studies with simultaneous
assessment of ADRA2A polymorphisms, ADHD diagnosis and personality

dimensions.
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A clear limitation of this study is that other sources of heterogeneity might
explain the conflicting findings and heterogeneity observed by Gizer et al. [18]. For
example, sample characteristics regarding ADHD subtype, referral bias, comorbidity
and the age group (children x adults) may be related to different genetic and
environmental risk factors and personality profiles. In addition, these findings are only
valid for this sample of adult patients from Brazil. Unfortunately, the control group
was not characterized in terms of personality. The strengths of this study lie in being
the first with adult patients, especially considering the relatively large sample size
and on the detailed phenotypic characterization of the sample in terms of comorbidity
[15, 20], cognition [21], and personality [41] that were considered as potential
covariates. Another reassuring point is that allelic frequencies in all three
polymorphisms were similar to those reported in other European-derived samples
from North America [12, 34]. Considering that the findings concerning the G-G-T
haplotype resemble the Dral results, it is possible to suggest that the haplotype effect
can be ascribed to the Dral polymorphism, as previously suggested by Cho et al. [9].

In conclusion, this study provides suggestive evidence that the association
between ADRA2A gene polymorphisms and temperament dimensions could account
for the conflicting results of association studies of ADRA2A and ADHD observed in
children with ADHD. Future genetic studies in children and adults with ADHD should

include the analysis of personality variables.
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Table 1. ADRA2A genotype and haplotype frequencies in adult patients with ADHD

and controls.

Cases (N=403)

Controls (N=232)

N % N % X2 p
Mspl -1291 C>G
CcC 191 47.4 104 44.8 0.729 0.695
CG 179 44 .4 105 45.3
GG 33 8.2 23 9.9
Hhal -262 G>A
GG 326 80.9 175 75.4 7.147 0.028*
GA 76 18.9 52 22.4
AA 1 0.2 5 2.2
Dral 1780 C>T
CcC 257 63.8 163 70.3 3.158 0.206
CT 135 335 62 26.7
TT 11 2.7 7 3.0
Haplotypes
C-G-C 559 69.4 310 66.9 18.875 0.002**
G-G-T 155 19.2 71 15.3
G-A-C 78 9.7 59 12.8
G-G-C 12 1.5 18 3.9
C-G-T 2 0.2 3 0.5
G-A-T 0 0.0 3 0.6
Total (N x 2) 806 100 464 100

Allele frequencies: Mspl — x*=0.536, p=0.464; Hhal - x> =3.709, p=0.054; Dral - x°

=1.687, p=0.194.

*When the analysis combine the rare AA genotypes with GA, the difference is not
significant (x*=2.639, p=0.104).

*When the analysis is restricted to haplotypes with frequencies higher than 5%,

there are no significant differences (x* =5.044, p=0.080)
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Table 2. ADRA2A gene polymorphisms and haplotypes and temperament scores in
patients with ADHD.

Temperament Dimensions* — mean (SD)

NS HA RD P
Mspl -1291 C>G
CC (n=183) 23.8(6.6) 20.6(6.9) 15.7 (7.7) 4.4 (1.9)
CG (n=175) 24.9 (6.0) 19.3 (6.9) 14.4 (4.4) 4.3 (1.9)
GG (n=33) 249(58) 18.4(6.4) 17.4(17.4) 4.1(1.8)
p (CCxCGxGG) 0.304 0.081 0.069 0.874
p (CCxCG+GG) 0.129 0.032 0.269 0.666
Hhal -262 G>A
GG (n=314) 24.4 (6.4) 19.9 (7.1) 15.2 (6.6) 4.2 (1.9
GA (n=76) 243(57) 19.6(6.3) 157 (11.8) 4.7(2.0)
AA (n=1) 20.0 () 16.0 (-) 9.0 (-) 4.0 ()
p (GGXGAXAA) 0.737 0.912 0.591 0.216
p (GGXGA+AA) 0.803 0.863 0.482 0.086
Dral 1780 C>T
CC (n=248) 23.8(6.3) 20.3(6.8) 15.3 (7.0) 4.5 (1.9)
CT (n=132) 25.4 (6.0) 19.0 (7.2) 15.3 (9.6) 3.9(1.8)
TT (n=11) 25.0(4.8) 18.9(5.9) 13.4(4.2) 4.6(1.6)
p (CCxCTXTT) 0.097 0.116 0.563 0.039
p (CCxCT+TT) 0.033 0.040 0.618 0.030
Haplotypes**
G-G-T(n=142) 25.3(5.9) 19.0(7.1) 15.1(9.3) 4.0(1.8)
Others (n=249) 23.8(6.4) 20.3(6.8) 15.3 (7.0) 4.5 (1.9)
F 4.13 4.12 0.25 4.29
p 0.043 0.043 0.620 0.039

NS = Novelty Seeking; HA = Harm Avoidance; RD = Reward Dependence; P =

Persistence.

* Adjusted for sex and age; 391 subjects were included in these analyses.
** Carriers of at least one G-G-T haplotype vs. other haplotype combinations.
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Capitulo 4 — DISCUSSAO
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O artigo incluido na presente dissertagdo conta com uma discussdo mais
especifica para os achados envolvendo cada um dos polimorfismos estudados. No
presente topico serdo discutidos 0s aspectos gerais que servem como base para um

melhor entendimento do tema.

Com o recente avango nas pesquisas em genética humana molecular, tem
surgido um numero crescente de estudos sobre varios genes candidatos, com
resultados negativos e positivos. Entretanto, os odds ratios (OR) reunidos para 0s
genes aparentemente associados sdo muito baixos, entre 1,1 e 1,5 (Steinhausen,
2009). O fato de que esses efeitos sdo pequenos - e tendo em conta a elevada
herdabilidade - corrobora com a idéia de que muitos genes de pequeno efeito
contribuem para a vulnerabilidade genética ao TDAH (Steinhausen, 2009). Esta
etiologia poligénica com um efeito pequeno de cada gene apresenta varios desafios
para identificar os genes que individualmente conferem algum risco (Chakravarti,
1999; Lander & Schork, 1994; Risch & Merikangas, 1996; Risch, 2000). Os estudos
moleculares também tém sugerido que os mesmos genes candidatos podem afetar
vérios transtornos e fungdes (efeito pleiotropico) (Steinhausen, 2009). Dados esses
desafios, os estudos de genes candidatos requerem amostras suficientemente
grandes para alcancar um poder estatistico adequado e resultados replicaveis
(loannidis et al., 2003).

Duas varreduras gendomicas de ligagéo (Fisher et al., 2002; Loo et al., 2004)
voltadas para o TDAH ja mostraram um sinal positivo na regido 10g26, onde se
localiza 0 gene ADRAZ2A. Das cinco varreduras gendmicas de associacdo (GWAS) ja
realizadas para o TDAH, nenhuma apresentou resultados significativos apds a
correcdo para multiplos testes (Franke et al., 2009). Na recente meta-andlise de
estudos de associacdo de Gizer et al. (2009), que ndo incluiu as varreduras
gendmicas, foi observada uma heterogeneidade significativa envolvendo o
polimorfismo Dral 1780 C>T nos quatro estudos analisados. O estudo de Park et al.
(2005) foi responséavel pela maior contribuicdo para a heterogeneidade encontrada.
Com a remocdo deste estudo na analise, a heterogeneidade desapareceu. No
estudo de Park et al. (2005), o OR estimado na meta-andlise foi de
aproximadamente 2,5, enquanto que nos outros estudos o OR variou de 0,5 a 1.

Essa diferenga entre os estudos foi suficiente para provocar a heterogeneidade
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observada. Os polimorfismos Mspl -1291 C>G e Hhal -262 G>A, por sua vez, nao
foram associados ao TDAH e nem apresentaram evidéncias de heterogeneidade. Os
autores da meta-analise finalizaram os resultados para o ADRA2A sugerindo a
realizagdo de estudos adicionais explorando fontes de heterogeneidade a fim de
explicar os resultados encontrados. Tal heterogeneidade poderia ser explicada pelo
efeito de variaveis moderadoras como sexo e idade (Grevet et al.,, 2006; Mick &
Faraone, 2008), idade de inicio dos sintomas (Karam et al., 2009; Lasky-Su et al.,
2007), bem como interagbes gene-gene (Asherson et al.,, 2007), perfis de

personalidade (Lynn et al., 2005) e comorbidades (Fischer et al., 2007).

A heterogeneidade pode existir quando todos ou a maioria dos estudos numa
meta-andlise indicam a mesma direcdo do efeito do gene, mas com o tamanho do
efeito diferindo entre estudos; ou também quando os resultados dos trabalhos estao
em dire¢Oes diferentes. Bailey (1987) sugeriu possiveis causas da heterogeneidade:
(i) ao acaso; (ii) espuria, devido as diferentes escalas usada para medir um efeito de
tratamento; (iii) devido as caracteristicas do tratamento, o que pode ser investigado;
(iv) devido as covariaveis em nivel do paciente, as quais podem ser investigadas se
0 pesquisador possuir dados individuais dos pacientes; (v) inexplicavel, se néo
houver nenhuma das razdes acima; e (vi) caracteristicas do desenho e conduta dos
estudos sendo considerados. A partir dos estudos j& publicados na literatura, é
possivel constatar que a personalidade, assim como as comorbidades em um
transtorno, sao caracteristicas relevantes no TDAH (Albayrak et al., 2008; Fischer et
al., 2007; Karam et al., 2009; Lynn et al., 2005; Salgado et al. 2009); e segundo os
resultados do presente estudo, consideramos que os resultados de Gizer et al.
(2009), com relacdo ao polimorfismo Dral 1780 C>T, com heterogeneidade
significativa entre estudos, podem ser devidos as diferencas nos perfis de

temperamento das amostras que foram consideradas na meta-analise.

Os sistemas dopaminérgico e serotoninérgico tém sido associados com tracos
de personalidade em algumas populagées. Como o sistema noradrenérgico funciona
de forma integrada com os outros dois, é possivel que também esteja realmente
associado com personalidade, como o resultado aqui apresentado. A primeira
evidéncia relacionando genes de noradrenalina com temperamento veio do estudo

de Comings et al (2000), que examinaram o papel relativo de 59 genes candidatos
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em tragos de temperamento. Os autores verificaram que mais de 25% do total da
variancia na dependéncia de recompensa foi devido a genes noradrenérgicos. Tsali
et al. (2001) estudaram em Chineses a possivel relagcdo do polimorfismo Mspl com
trés tragcos de personalidade (dependéncia de recompensa, procura de novidades e
evitagdo de danos) e ndo encontraram nenhuma associagdo significativa. N&o
encontramos nenhum dado na literatura relacionando tragos de personalidade com
os polimorfismos Hhal e Dral do gene ADRA2A. Também n&o encontramos nenhum
dado na literatura sobre possiveis efeitos funcionais diretos e especificos desses

polimorfismos.

Concluindo, no presente trabalho foi verificada associagédo de polimorfismos
no gene ADRA2A com caracteristicas de temperamento, embora ndo tenhamos
encontrado associagdo de nenhum dos polimorfismos com o fenétipo TDAH
propriamente dito. Com isso, nossos resultados fornecem evidéncias sugestivas de
que a associagdo entre polimorfismos no gene ADRA2A e dimensfes de
temperamento poderia ser responsavel pelos resultados conflitantes nos estudos de
associagéo entre o ADRA2A e o TDAH. Os novos estudos sobre o tema deveriam

levar em conta a varidvel temperamento.
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1. Critérios diagnosticos do DSM-IV para o transtorno de déficit de
atencao/hiperatividade (APA, 1994).

A. Tanto (1) ou (2)

(1) Seis ou mais dos seguintes sintomas de desatencao persistiram pelo periodo minimo de 6 meses,
em grau mal adaptativo e inconsistente com o nivel de desenvolvimento:

Desatencéo:

(a) Freglientemente ndo presta atencéo a detalhes ou comete erros por omissdo em atividades
escolares, de trabalho ou outros;

(b) Freqiientemente tem dificuldades de manter a atencéo em tarefas ou atividades ludicas;

(c) Frequientemente parece ndo ouvir quando lhe dirigem a palavra;

(d) Freqgiientemente ndo segue instrucdes e ndo termina seus deveres escolares, tarefas domésticas
ou deveres profissionais (ndo é devido a comportamento opositor ou incapacidade de entender
as instrucdes);

(e) Freqliientemente tem dificuldades para organizar tarefas e atividades;

(f) Freqlientemente evita, reluta, detesta se envolver em tarefas que exijam esfor¢co mental continuo
(como tarefas escolares ou deveres de casa);

(g9) Freqlientemente perde coisas necessarias para tarefas ou atividades (p. ex., brinquedos, tarefas
escolares, lapis, livros ou outros materiais);

(h) Freqlientemente é distraido por estimulos ambientais alheios a tarefa;

(i) Frequentemente é esquecido em atividades diérias.

(2) Seis ou mais dos seguintes sintomas de Hiperatividade persistiram pelo periodo minimo de 6 meses,
em grau mal adaptativo e inconsistente com o nivel de desenvolvimento:

Hiperatividade:

(a) Freqlientemente agita as maos ou 0s pés ou se remexe na cadeira;

(b) Freqiientemente abandona sua cadeira em sala de aula ou em situagdes nas quais se espera que
permaneca sentado;

(c) Frequentemente corre ou escala em demasia em situagdes improprias (em adolescentes ou
adultos pode ser apenas sensag8es subjetivas de inquietude);

(d) Freqliientemente tem dificuldades de brincar ou se envolver silenciosamente em atividades de
lazer;

(e) Freqlientemente esta "a mil" ou muitas vezes age como se estivesse "a todo vapor";

(f) Freqlientemente fala em demasia.

Impulsividade:
(g) Freqlientemente da respostas precipitadas antes das perguntas terem sido completamente
formuladas;
(h) Freqliientemente tem dificuldades de esperar a sua vez
(i) Frequentemente interrompe ou se intromete em assuntos alheios (p.ex., em conversas ou
brincadeiras).

B. Alguns sintomas de hiperatividade/impulsividade ou desatencéo causadores de comprometimento estavam presentes antes
dos sete anos de idade.

C. Algum comprometimento causado pelos sintomas esta presente em dois ou mais contextos (p.ex., na escola e em casa).

D. Deve haver claras evidéncias de comprometimento clinicamente importante no funcionamento social, académico ou
oposicional.

E. Os sintomas ndo ocorrem exclusivamente durante o curso de um transtorno global do desenvolvimento, esquizofrenia ou
outro transtorno psicético, nem sdo melhor explicados por outro transtorno mental (p.ex., transtorno do humor, transtorno de
ansiedade, transtorno dissociativo ou transtorno de personalidade).

Codificar com base no tipo:
314.00 Transtorno de déficit de atencdo/hiperatividade, tipo combinado: se tanto o critério A1 quanto o critério A2 sdo
satisfeitos durante os Ultimos seis meses.
314.01 Transtorno de déficit de atencdo/hiperatividade, tipo predominantemente desatento: se o critério A1é
satisfeito, mas o Critério A2 néo é satisfeito durante os Ultimos seis meses.
314.02 Transtorno de déficit de atencdo/hiperatividade, tipo predominantemente hiperativo/impulsivo: se o critério
A2 é satisfeito, mas o critério A1 néo é satisfeito durante os Ultimos seis meses.

Nota para codifica¢do: Para individuos (em especial adolescentes e adultos) que atualmente apresentam sintomas que ndo
mais satisfazem todos os critérios, especificar "em remisséo parcial”.
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2. Transtorno de Déficit de Atencao Hiperatividade
K-SADS (DSM-1V)

— ATUAL -

A) DESATENGAO

Al. INCAPACIDADE DE PRESTAR ATENCAO AOS DETALHES

Vocé freqiientemente ndo consegue prestar atencdo aos detalhes?

Vocé freqlientemente comete erros nas tarefas, no trabalho, durante outras atividades?
Vocé comete erros banais por falta de atencdo?

0)Ausente 1) Presente

A2. DIFICULDADE EM MANTER A ATENQAO (FOCO)

Vocé tem dificuldades em manter a aten¢édo?

Vocé em geral tem problemas em fixar a atencdo nas tarefas, em projetos ou em atividades recreativas? (ex. Ler por muito
tempo)

0)Ausente 1) Presente

A3. PARECE NAO OUVIR

Vocé freqlientemente parece nédo escutar o que lhe esta sendo dito?

Seus familiares, colegas e amigos frequientemente se queixam que vocé parece ndo estar prestando atengdo (devaneando) ou
ndo ouvindo o que lhe dizem?

As pessoas se queixam que vocé ndo ouve o que lhe dizem?

A4. NAO SEGUE AS INSTRUGCOES

Vocé freqliientemente ndo segue as instrugdes que lhe sdo dadas?
Vocé freqlientemente ndo consegue terminar uma tarefa, deveres ou obrigagdes no trabalho? (ex. seguir corretamente uma
receita, ler um manual de instru¢ées?)

0)Ausente 1) Presente

A5. DIFICULDADES DE SE ORGANIZAR
Vocé freqiientemente tem dificuldades de se organizar em tarefas, no trabalho ou nas atividades?

0)Ausente 1) Presente
A6. EVITACAO OU DESAGRADO PROFUNDO POR TAREFAS MENTAIS

Vocé tem a tendéncia a evitar ou ndo gostar de tarefas que demandem esforco mental continuo (ex. leitura, trabalhos
burocraticos, escrever, estudar)?

0)Ausente 1) Presente

A7. FREQUENTEMENTE PERDE OU ESTRAVIA COISAS

Vocé perde coisas com freqiiéncia? Especialmente aquelas que sdo necessarias para realizar tarefas e atividades (ex. chaves,
ferramentas, contas, material de escritério).

0)Ausente 1) Presente

A8. FACILMENTE DISTRAIDO

Vocé se distrai facilmente por estimulos externos?
Qualquer coisa consegue lhe tirar a atencdo do que esta realizando?
( ex. Em lugares publicos ndo consegue conversar por se distrair facilmente)

0)Ausente 1) Presente

A9. MUITAS VEZES ESQUECE
Vocé se esquece faciimente de coisas que tem que realizar tais como encontros, pagar contas, entregar coisas no prazo certo?

0)Ausente 1) Presente
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B) HIPERATIVIDADE/IMPULSIVIDADE
HIPERATIVIDADE

B1l. IRREQUIETO

Vocé freqlientemente fica remexendo com suas maos ou pés?
Vocé freqlientemente se contorce na sua cadeira?

0)Ausente 1) Presente

B2. DIFICULDADES EM PERMANECER SENTADO

Vocé tem dificuldade de ficar sentado por muito tempo em sua cadeira trabalhando, estudando, fazendo as refei¢des ou no
cinema?

0)Ausente 1) Presente

B3. HIPERATIVIDADE/INQUIETAGAO

Vocé sente a necessidade de ficar constantemente em movimento, ficar mexendo em coisas sem muita objetividade?
Vocé vivencia situacdes de inquietacdo? (ex. sensacgao subjetiva de inquietagao)

0)Ausente 1) Presente

B4. DIFICULDADES DE REALIZAR ATIVIDADES DE LAZER CALMAMENTE
Vocé tem dificuldades em empreender atividades de lazer calmamente ou sozinho?

0)Ausente 1) Presente
IMPULSIVIDADE

B5. DISPARA RESPOSTAS
Vocé freqlientemente responde antes que alguém tenha acabado de fazer as perguntas (afobado)?

0)Ausente 1) Presente

B6. DIFICULDADES DE ESPERAR SUA VEZ
Vocé tem dificuldades de esperar em filas ou esperar a sua vez em atividades ou situagdes em grupo?

0)Ausente 1) Presente

B7. MUITAS VEZES “LIGADO NA TOMADA” OU AGE COMO “SE TIVESSE UM _MOTORZINHO DENTRO DE VOCE”
Vocé freqlientemente se sente “ligado na tomada” ou como se “tivesse um motorzinho"?

0)Ausente 1) Presente

B8. FREQUENTEMENTE FALA DEMAIS
Vocé fala demais o tempo todo, mais do que as outras pessoas? Isto € um problema para vocé?

0)Ausente 1) Presente

B9. INTERROMPE OU SE INTROMETE MUITAS VEZES
Vocé fala ou interrompe os outros quando estes estdo falando, sem esperar que tenham terminado? Freqiientemente?

0)Ausente 1) Presente
C. CONTEXTOS

C1. COLEGIO OU FACULDADE

Esses sintomas séo percebidos no seu local de estudo? Vocé tem dificuldades no seu local de estudo?
0)Ausente 1) Presente

C2. TRABALHO

Esses sintomas séo percebidos no seu local de trabalho? Vocé tem problemas no trabalho?
0)Ausente 1) Presente

C3. CASA
Esses sintomas séo percebidos em casa? Vocé tem problemas em casa?

0)Ausente 1) Presente
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CRITERIOS PARA O DIAGNOSTICO

1) Seis (ou mais) dos sintomas de desatenc¢do (Al a A9)
0) Ausentes 1) Presentes
OU/E
2) Seis (ou mais) dos sintomas de Hiperatividade/Impulsividade (B1 a B9).
0)Ausentes 1) Presentes
3) prejuizo em dois ou mais contextos;

0) Ausentes 1) Presentes

Diagnostico TDAH

0) Ausente 1) Sublimiar 2) Presente

Diagnéstico Subtipo

1) Desatento 2) Hiperativo 3) Combinado



3. Termo de Consentimento Informado

TERMO DE CONSENTIMENTO INFORMADO

Informagao sobre o Estudo com Transtorno de Deficit de Atencao e Hiperatividade em Adultos
(TDAHA)
Prezado(a) Senhor(a):

Somoz um grupo de pesguisadores da Unversidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) e do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) & pretendemos estudar a relaggo enfre Transtomo de Deficit
de Atengao e Hiperatividade no Adulto (identificado com a sigla TDAHA) = suss caracteristicas gengticas.
Este & umn transtomo freqliente em adulios, acometendo cerca de 3 em cada 100 pessozs. O TDAHA tende a
prejudicar o rendimento & o progresso da pessoa em diferentes dreas da wida, como frebatho e
relacionamento social, mas raramente & visto como transtormo (em geral as pessoas acham gue é falta de
forga de vontade, de carater, etc.). E um problema que com freqiincia também se associa a outros, coma
uso de drogas e alcool ou alteragdes ciclicas de humer (altes & baixos, também descritos come Transtorno
Bipolar de Humer). Existe uma impresséo de gue o tipe de maior complicagdo, gue & o com Hiperatividade,
tenha kases gensticas diferentes daguele que tem somente Desatengdo.

Az pessoas selecionadas para o estudo serdo submefidas a uma avabagdo psiguidinca gue sera
mantida sob siglo abscluto. Se houver um diagnostico peiquiatrico (Sindrome Psiguiatrica) esse sera
comunicade ao paciente. Esforcos serdo fetos no sentido de onentalo & encaminha-o para o tratamento
adequado, dentro doz recurzos do HCPA e da comumidade. © acomzelhamanento gendtico, quando
necessano, sera oferecido pela equipe sob superizdo do geneticista membro da Equipe Professor Dr. Claton
Henrigue Dotio Baw.

Cazo o paciente preencha os critérios para o diagndstico de TDAHA, serd coletada 1 (uma) amostra
de 10 mililires {ml) de sangue no Laboratorio do HCPA. Esta amostra sera utilizada para & separagéio do
matenal genético nela contido na forma de Acido Desoxirbonucléico, conhecido como DNA, ou ADN. A partir
deste matenial extraido, serdo estudadas mutagdes gue fazem gue seu portador possua um funcicnamento
mentzl alterado. O matenal coletado sera guardado no Laboratério de Biclogia Molecular do Professor Clarton
Bau, no Campuz do Vale da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, de uma forma especial sem
descrigio de nome, & com um numers de codigo com chave de conhecimento exclusive dos pesquisadores,
para estudos posteriores de associagdo de cutros genes como subtipos especiais desta doenga. Quaisquer
novos estudos zerdo submetidos previamente & aprovagao pelo Comité de Etica em Pesquiza.

Em caso de qualguer divida, os pacients s80 onentados a entrar em confato com o pesguisador
Fesponsével, Dr. Paulz 5. Belmonte de Akeew (fores 3316-8413 e 9191-1644) ou oz executores deste
trabzlho, Or. Eugério Horacio Grevet (fone 3333-3734) & Dr Carlos Alberto lglesias Salgado (fone 3330-
T818). Uma Cépia do Consenfiments Informado ficard com o pacients.

Forto Alegre, ____d= _de 00

Eu, recel @z onenfagdes
necessanas para entender o presents estuds, assim coma i 2 Informagdo do mesmo.

Paciente Responsavel Pesquisador
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4. Resolucéo do Comité de ética em Pesquisa

HCPA - HOSPITAL DE CLINICAS DE PORTO ALEGRE
Grupo de Pesquisa e Pds-Graduacgao

COMISSAO CIENTIFICA E COMISSAO DE PESQUISA E ETICA EM SAUDE

RESOLUGAO.

A Comissdo Cientifica e a Comisséo de Pesquisa e Etica em Saude, que é reconhecida pela Camissao
Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP)/MS como Comité de Etica em Pesquisa do HCPA e pelo Office
For Human Research Protections (OHRP)/USDHHS, como Institucional Review Board (IRB0000921)
analisaram o projeto:

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

Pesquisadores:

PAULO SILVA BELMONTE DE ABREU
CLAITON H. 0. BAU

EUGENIO GREVET

CARLOS ALBERTO IGLESIAS SALGADO
BETINA CHAIT

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

Este projeto foi Aprovado em seus aspectos éticos e 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 Sadde. Os membros do
CEP/HCPA ndo participaram do processo de avaliagdo dos projetos onde constam como pesquisadores.
Toda e qualquer alterag&o do Projeto, assim como os eventos adversos graves, deverdo ser comunicados
imediatamente ao CEP/HCPA.

Par pertencer a uma area tematica especial este projeto somente podera ser iniciado ap6s a sua aprovacio
pela Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP).

/</<;/ Po o Alegre, 25 de janeiro de_2002.

Profa. Themis Reverbel da levelr
Coordenadora do GPPG e CEP-HCRA
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