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“Quem costuma vir de onde eu sou

As vezes ndo tem motivos pra seguir
Entio levanta e anda, vai, levanta e anda
Vai, levanta e anda

Mas eu sei que vai, que o sonho te traz
Coisas que te faz prosseguir

Vai, levanta e anda, vai, levanta e anda

Irmao, vocé nio percebeu

Que vocé é o tnico representante
Do seu sonho na face da terra

Se isso ndo fizer vocé correr, chapa

Eu nio sei o que vai

Entao serra os punho, sorria
E jamais volte pra sua quebrada de mio e mente vazias”

Emicida.
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Resumo

O Transtorno de Déficit de Atencao/Hiperatividade (TDAH) é uma condicdo
altamente prevalente e que frequentemente coocorre com outros transtornos
psiquiatricos. Embora a herdabilidade total do TDAH seja estimada em torno de
80%, a proporcdo da variabilidade fenotipica explicada por variantes genéticas
comuns é de = 20%. Isso indica que muito da contribuicdo genética ao TDAH se
deve a outros tipos de efeitos potencialmente herdaveis, entre eles os mecanismos
epigenéticos, 0s quais atuam na intersec¢ao entre o contexto genémico e ambiental
dos individuos, alterando o perfil de expressédo génica e entdo influenciando no
status de saude-doenca. Nesse sentido, a presente Tese busca compreender a
influéncia da metilacdo do DNA, a marca epigenética mais amplamente estudada
no TDAH de adultos e em suas comorbidades. Em colaboracdo com a Feevale, a
Tese viabilizou a otimizacdo de protocolos de avaliagcdo de niveis globais de
metilacdo do DNA (GMe) atraveés da técnica de HPLC. Com base em evidéncias de
que a GMe pode refletir influéncias fisiolégicas pervasivas, propomos a regulacéo
neuroendocrina da GMe como um mecanismo pelo qual o estresse ambiental
poderia influenciar de forma duradoura e sistémica os fendtipos psiquiatricos.
Apresentamos também o primeiro trabalho a explorar niveis de GMe no TDAH
contando com uma amostra de 394 casos adultos (idade média = 34 anos) e 390
controles (idade média = 29 anos). Ainda avaliamos como escores de risco
poligénico poderiam influenciar em tal medida. Dessa maneira, pela avaliacdo de
GMe, observou-se que pacientes com TDAH apresentam um estado global de
hipometilacdo, especialmente em mulheres. J& quando em comorbidade com
transtorno bipolar (representando um estado de maior gravidade) se relacionou
com um estado de GMe aumentado. Com relagédo aos PRS baseados em GWAS
de TDAH, o grupo de alto PRS para TDAH mostrou-se associado a niveis mais
baixos de GMe quando a analise foi controlada para BD. O PRS de BD também foi
no sentido dos achados clinicos, com os pacientes com TDAH com maiores PRS
de BD sendo associados com maiores niveis de GMe. Considerando a alta
complexidade do fenétipo TDAH, a presente Tese é parte do inicio dos esforgcos

cientificos no sentido de uma avaliacdo das bases epigenéticas do transtorno.



Abstract

Attention-deficit hyperactivity disorder (ADHD) is a highly prevalent condition
that frequently co-occurs with other psychiatric disorders. Although the total ADHD
heritability is = 80%, the proportion of the phenotypic variance explained by common
genetic variants is only = 20%. It indicates that much genetic influence on ADHD is
due to other heritable effects, including epigenetics, which act in the intersection
between the subject's genetic and environmental context, changing the gene
expression profile and influencing health-disease status. In this sense, the present
Thesis sought to understand the influence of DNA methylation, the most studied
epigenetic mark, in adulthood ADHD and its comorbidities. In collaboration with
Feevale, the Thesis make possible the optimization of global DNA methylation
(GMe) evaluation protocols through HPLC technique. Considering evidences that
GMe could reflect pervasive physiologic influences, we propose the neuroendocrine
regulation of GMe as a mechanism by which environmental stress could influence
psychiatric phenotypes in a lasting and systemic way. We also present the first study
to explore GMe levels in ADHD with a sample of 394 cases (mean age = 34 years
old) and 390 controls (mean age = 29 years old). In addition, we evaluated how
polygenic risk scores could influence this measure. Thus, by assessing GMe, it was
observed that patients with ADHD have a global state of hypomethylation, especially
in women. When in comorbidity with bipolar disorder (representing a state of greater
severity) it was related to an increased GMe state. Regarding GWAS-based PRS
for ADHD, the high PRS group for ADHD was associated with lower levels of GMe
when the analysis was controlled for BD. BD PRS was also in the sense of the
clinical findings, with ADHD patients with higher BD PRS being associated with
higher levels of GMe. Considering the high complexity of the ADHD phenotype, this
Thesis is part of the beginning of scientific efforts towards an evaluation of the

epigenetic bases of the disorder.
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Capitulo I

Introducao
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1.1. Transtorno de Déficit de Atencao/Hiperatividade (TDAH):

Aspectos gerais

O Transtorno de Déficit de Atencdo/Hiperatividade (TDAH) é um dos
transtornos psiquiatricos mais comuns tanto na infancia quanto na vida adulta em
todo o mundo (Kessler et al., 2006). Estima-se que a prevaléncia do TDAH em
criancas em idade escolar esteja em torno de 5,9 — 7,1%, persistindo durante a
adolescéncia e vida adulta na maioria dos casos (50 — 80%) (Kessler et al., 2006;
Polanczyk and Rohde, 2007) e contribuindo para que cerca de 2,5 — 5% dos
individuos adultos sejam afetados (Fayyad et al., 2017; Simon et al., 2009; Vitola et
al., 2017). De acordo com a quinta versdo do Manual Diagndstico e Estatistico dos
Transtornos Mentais (DSM-5), trata-se de um transtorno do neurodesenvolvimento
(American Psychiatric Association, 2013), porém dados recentes de nosso grupo
(Breda et al., 2020) tém corroborado achados anteriores (Caye et al., 2016; Moffitt
et al., 2015) de que o TDAH pode, na verdade, surgir também na vida adulta, ou
seja, sem manifestacdo anterior na infancia. Conforme o modelo utilizado, Breda et
al. (2020) demonstraram que na coorte de Pelotas, acessando 4676 individuos
nascidos a partir de 1993, a maioria (67-78%) dos individuos acessados aos 22
anos tinham uma trajetéria neurodesenvolvimental, enquanto os demais
apresentaram uma trajetéria crescente de sintomas que se iniciava apos a
puberdade. Esse trabalho também demonstrou que uma trajetéria persistente é
mais comum no sexo masculino, ao passo que o inicio tardio (apds puberdade) foi
associado com o sexo feminino.

Essa variagdo nas trajetdrias conforme o sexo do individuo evidencia outra
caracteristica distintiva entre o0 TDAH na infancia e na vida adulta: a prevaléncia
diferencial entre meninos e meninas versus entre homens e mulheres. A literatura
das ultimas duas décadas acumulou evidéncias de que a propor¢cédo de TDAH com
relacdo ao sexo esta na faixa de 1 menina afetada para cada 2 - 10 meninos
afetados (Arnett et al., 2015; Biederman et al., 2002; Magnin and Maurs, 2017,
Mowlem et al.,, 2019; Ngvik et al., 2006; Willcutt, 2012). Essa disparidade de
prevaléncia de acordo com o sexo reduz abruptamente em adultos, com uma
proporcao estimada de 1 mulher para cada 1.6 homens com TDAH (Willcutt, 2012).

Assim, sugeriu-se que essas diferencas ao longo do desenvolvimento poderiam ser
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justificadas pela persisténcia diferencial (Biederman et al., 2010a, 2010b; Hinshaw
et al., 2012) ou mesmo pela diferenca de tipo de apresentacdo do TDAH, em que
mulheres mais comumente demonstram a apresentacdo de desatencdo (menos
perceptivel aos pais e professores, que sdo os individuos que costumam relatar os
sintomas no periodo da infancia), enquanto homens a de
hiperatividade/impulsividade (muito mais perceptivel no ambiente externo e,
consequentemente, mais precocemente reportados) (Li et al., 2019; Willcutt, 2012).

Entdo o TDAH é caracterizado por sintomas de déficits de atencéo,
organizacao, e/ou hiperatividade-impulsividade inapropriados para a idade daquele
individuo (American Psychiatric Association, 2013). O diagnéstico de TDAH é
tipicamente determinado por um psiquiatra com base no numero, gravidade e
duracdo dos sintomas observados. Sendo assim, é necessaria a presenca de ao
menos seis (no caso de criancas e adolescentes) ou 5 (no caso de adultos)
sintomas (Tabela 1) em pelo menos um dos dois dominios (desatencdo ou
hiperatividade/impulsividade), além de que tais sintomas devem estar presentes
nos ultimos 6 meses e devem representar prejuizo em no minimo dois diferentes
contextos da vida, tais como desempenho ocupacional e/ou académico, qualidade
das relacBGes familiares e até mesmo situacbes de lazer (American Psychiatric
Association, 2013).

Também é muito comum que pacientes com TDAH apresentem algum outro
transtorno psiquiatrico ao longo da vida quando comparados com a populacdo em
geral (66,2 — 77,1% vs. 45,7%) (Luo et al., 2019; Pifieiro-Dieguez et al., 2016;
Sobanski et al., 2007). Dentre as condi¢cdes comdrbidas mais comuns podemos
citar os transtornos por uso de substancias (39,2%), os transtornos de ansiedade
(23%) e os transtornos de humor (18,1%) (Garcia et al., 2012; Kessler et al., 2006;
Pifieiro-Dieguez et al., 2016). Essas condi¢cdes psiquiatricas, além de outras,
podem dificultar tanto o diagndstico como o tratamento do TDAH.

Portanto, tendo em vista a diversidade de combinac¢des de sintomas do
proprio TDAH, bem como a série de possiveis transtornos que podem se apresentar
em comorbidade com ele, além da influéncia do sexo do individuo na apresentacdo
geral, pode-se afirmar que a o TDAH é caracterizado por uma grande
heterogeneidade clinica (Franke et al., 2011; Luo et al., 2019; Steinhausen, 2009).
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Tabela 1. Sintomas de TDAH de acordo com a quinta versdo do DSM (DSM-5).

1. Desatencéo

a.

Frequentemente ndo presta atencao em detalhes ou comete erros por descuido em tarefas
escolares, no trabalho ou durante outras atividades (e.g. é negligente ou deixa passar
detalhes, o trabalho é impreciso).

Frequentemente tem dificuldade de manter a atencdo em tarefas ou atividades ludicas
(e.g. dificuldade de manter o foco durante aulas, conversas ou leituras prolongadas).
Frequentemente parece nao escutar quando alguém lhe dirige a palavra diretamente (e.g.
parece estar com a cabeca longe, mesmo na auséncia de qualquer distracéo 6bvia).

Frequentemente ndo segue instrugGes até o fim e ndo consegue terminar trabalhos
escolares, tarefas ou deveres no local de trabalho (e.g. comeca as tarefas, mas
rapidamente perde o foco e facilmente perde o rumo).

Frequentemente tem dificuldade para organizar tarefas e atividades (e.g. 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).

Frequentemente evita, ndo gosta ou reluta em se envolver em tarefas que exijam esforco
mental prolongado (e.g. trabalhos escolares ou licdes de casa, preparo de relatorios,
preenchimento de formularios, revisdo de trabalhos longos).

Frequentemente perde coisas necessdrias para tarefas ou atividades (e.g. materiais
escolares, lapis, livros, instrumentos, carteiras, chaves, documentos, éculos, celular).

Com frequéncia é facilmente distraido por estimulos externos ou pensamentos nao
relacionados.

Com frequéncia é esquecido em relagédo a atividades cotidianas (e.g. realizar tarefas,
obrigacdes, retornar ligagdes, pagar contas, manter horarios agendados).

2. Hiperatividade e Impulsividade

Frequentemente remexe ou batuca as maos ou 0s pés ou se contorce na cadeira.
Frequentemente se levanta da cadeira em situacdes em que se espera que permaneca
sentado (e.g. sai do seu lugar em sala de aula, no escritério ou em outro local de trabalho
ou em outras situagfes que exijam que se permane¢a em um mesmo lugar).
Frequentemente corre ou sobe nas coisas em situagées em que isso é inapropriado (ou,
em adolescentes ou adultos, sensacdes de inquietude).

Com frequéncia é incapaz de brincar ou se envolver em atividades de lazer calmamente.

Com frequéncia “ndo para”, agindo como se estivesse “com o motor ligado” (e.g. 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).

Frequentemente fala demais.

Frequentemente deixa escapar uma resposta antes que a pergunta tenha sido concluida
(e.g. termina frases dos outros, ndo consegue aguardar sua vez de falar).
Frequentemente tem dificuldade para esperar a sua vez (e.g. aguardar em uma fila).
Frequentemente interrompe ou se intromete (e.g. mete-se nas conversas, jogos ou
atividades; pode comecar a usar as coisas de outras pessoas sem pedir ou receber
permissao; intromete-se ou assume o controle sobre o que outros estao fazendo).
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1.2. A etiologia do TDAH

A ampla variedade fenotipica do TDAH € reflexo da quantidade de
componentes que podem influenciar a manifestagcdo final do transtorno. O
panorama que se apresenta € semelhante ao de outros transtornos psiquiatricos,
nos quais sua manifestacao € resultado de uma imbricada combinacéo de fatores
genéticos e ambientais que alteram o desenvolvimento cerebral e culminam em
alteraces tanto de ordem estrutural quanto funcional (Faraone and Larsson, 2019;
Hawi et al., 2015).

1.2.1. Fatores genéticos no TDAH

Historicamente, estudos conduzidos em familias tém destacado a agregacao
familiar como um atributo do TDAH (Chen et al., 2017, 2008). Apesar dessa
caracteristica ser um bom indicativo de contribuicdo genética ao transtorno, ela ndo
possibilita que se isole o quanto dessa coincidéncia se originou em funcédo do
compartilhamento genético entre irméos ou em virtude de exposicfes ambientais
em comum. A confirmacdo de que o aspecto familiar do TDAH se da pela
participacdo genética na etiologia do transtorno foi possivel em funcdo da
realizacdo de estudos com gémeos e pessoas adotadas (Faraone and Larsson,
2019). Os estudos com adotados permitiram observar que a condicdo € mais
frequente entre pais biologicos de criancas com TDAH do que entre o0s pais
adotivos, sendo o risco dos pais adotivos similar aos de pais biolégicos de criancas
controle (Sprich et al., 2000). Ja as evidéncias obtidas por intermédio de estudos
de gémeos, além de reiterarem a participagcdo genética no transtorno, ainda
possibilitam uma estimativa do quanto a susceptibilidade do transtorno se deve a
este componente. Essa parcela, chamada de herdabilidade, é considerada alta no
TDAH, situando-se entre 70% e 80% tanto em criangcas quanto em adultos de
diferentes localidades (Chang et al., 2013; Faraone et al., 2005; Faraone and
Larsson, 2019; Merwood et al., 2013). Sendo assim, os fatores genéticos podem

ser considerados como 0s principais componentes de risco ao TDAH e muitos
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trabalhos com diferentes abordagens tém sido conduzidos na tentativa de revelar
variantes genéticas potencialmente envolvidas na manifestacdo desse transtorno.

As primeiras linhas de investigagao tiveram sua maior relevancia como
geradoras de hipéteses durante a fase anterior as tecnologias genémicas. Um dos
primeiros métodos utilizados foi 0 de estudo de ligacdo genética, o qual testa se a
transmissdo de determinado segmento do DNA coincide com a passagem do
transtorno dentro de familias. Os diferentes trabalhos conduzidos a partir dessa
perspectiva encontraram pouca sobreposicdo de achados. Isso pode ser
evidenciado por intermédio de uma meta-analise que encontrou apenas uma
ligacdo significativa ao nivel gendémico, compreendendo uma regido do
cromossomo 16 entre 16 e 64 Mb (Zhou et al., 2008). Apesar desse achado isolado,
apos correcdo genbmica, também foram destacadas outras nove regibes com
sugestdo nominal de ligacdo. Tanto os resultados de meta-analises quanto de
estudos independentes foram uma importante fonte geradora de hipoteses sobre
quais as variantes genéticas que poderiam estar influenciando na manifestacao
final do TDAH.

Outro estoque de pressuposi¢cdes foi obtido ao se considerar genes com
potencial participacdo na etiologia do transtorno com base nas funcfes cerebrais
prejudicadas em pacientes. De posse deste arcabouco conjectural, os estudos do
tipo gene candidato ganharam espaco. Porém mesmo nesta modalidade de
pesquisa, com uma base de evidéncias prévias forte, foi, e continua sendo, comum
encontrar tanto achados positivos quanto negativos para os mesmos polimorfismos.
Novamente, meta-analises se fizeram muito importantes na tentativa de criar um
panorama mais solido da contribuicdo de cada variante analisada em trabalhos
independentes. Uma das meta-analises mais importantes detectou diversos
achados positivos para uma série de genes da via dopaminérgica, como por
exemplo o transportador de dopamina (DAT1) e os receptores de dopamina do tipo
D4 (DRD4) e do tipo D5 (DRD5), além de genes componentes de outras vias como
o transportador de serotonina (5-HTT) da via serotoninérgica e o gene da proteina
associada ao sinaptossomo 25 (SNAP-25), um dos responsaveis pela transmisséo

sinaptica (Gizer et al., 2009).
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Aos poucos, os estudos de associacdo envolvendo genes candidatos
passaram a dividir espaco com abordagens de amplitude gendémica. Os estudos de
associacao por varredura genémica (genome wide association study - GWAS) tém
sido as abordagens mais priorizadas pelos grandes consércios da atualidade. Isso
porque possibilitam a analise concomitante de milhares de variantes comuns ao
longo do genoma. Este tipo de estudo conta com a vantagem de nao levar em
consideracao hipéteses prévias, tendo o potencial de identificar qualquer variante
associada ao transtorno. Contudo essa vantagem esbarra na mais forte limitacao
desta técnica: a dificuldade em se alcancar tamanhos amostrais que permitam
detectar o pequeno efeito dos SNPs individuais (Rietveld et al., 2014) e que as
associa¢cfes permanecam significativas ap0s a correcdo para o enorme numero de
SNPs testados — atualmente na ordem de milhdes (valor de P = 5x10-8). Visto que
grupos de pesquisa individuais provavelmente ndo alcancariam um tamanho
amostral viavel, € comum que diferentes centros, muitas vezes espalhados pelo
mundo, se unam em consoércios na tentativa de contornar tal dificuldade. Um
exemplo de tal iniciativa € o IMpACT - International Multi-centre persistent ADHD
CollaboraTion, do qual nosso grupo, o ProDAH (Programa de Transtornos de Déficit
de Atencao/Hiperatividade), faz parte. O ultimo artigo publicado sobre GWAS em
amostras de TDAH foi uma meta-analise que envolveu 20.183 pacientes e 35.191
individuos controle, e assim se detectaram os primeiros 12 loci associados com o
transtorno (Demontis et al., 2019). Esse estudo é de autoria do Psychiatric
Genomics Consortium (PGC), do qual o IMpACT, e, consequentemente, o
PRODAH, fazem parte. Até entdo, estudos prévios com tamanho amostral inferior
nao haviam encontrado qualquer associacdo significativa (Franke et al., 2009;
Neale et al., 2010). Vale destacar que, de posse dos resultados identificados em
GWAS, de certa forma voltamos a avaliar tais achados como “genes candidatos”,
uma vez que a associa¢cado em si pouco informa sobre 0s mecanismos moleculares
envolvidos ou mesmo sobre quais variantes teriam efeito funcional. Aléem disso,
para avaliar esses achados detalhadamente em amostras especificas (ex.
farmacogendmica ou neuroimagem), que apresentam tamanho amostral reduzido,

e manter poder estatistico, € necessario trabalhar com grupos mais homogéneos
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e, dessa forma, reduzir uma porcéo da alta heterogeneidade fenotipica comum aos
transtornos psiquiatricos.

Os GWAS realizados por diferentes grupos viabilizam outros tipos de
andlises por intermédio do compartilhamento de dados chamados estatisticas
sumarias. Essas informacdes sado disponibilizadas em plataformas como o
GWASATLAS (disponivel no dominio: https://atlas.ctglab.nl/). Um exemplo de

investigacdo que pode ser realizada com esses dados é o célculo de escore de
risco poligénico (PRS) (Wray et al., 2014). Essa analise permite que se estime o
escore de risco poligénico que os individuos de um GWAS chamado alvo/teste
(target) possuem para apresentar determinada caracteristica com base nas
estatisticas sumarias (como odds ratio, p-valor de cada SNP) de um GWAS de
descoberta (discovery). No método classico de PRS, o escore de risco poligénico é
calculado na amostra target pela soma dos alelos de risco do individuo para cada
SNP, levando em consideracdo o peso da contribuicdo daquele SNP para o
fendtipo com base no GWAS discovery (Choi et al., 2020). Essa forma de anélise
permite testar a etiologia compartilhada entre diferentes fenétipos e o valor preditivo
de dados genéticos sobre desfechos clinicos, além de ser uma maneira de se obter
0S riscos genéticos relativos para cada individuo da amostra (Choi et al., 2020).
Essa abordagem demonstrou sobreposi¢cdes genéticas entre diversos transtornos
(The Brainstorm Consortium, 2018; Wendt et al., 2020) e com relagdo ao TDAH se
observou que seu risco se sobrepunha ao de apresentar maior indice de massa
corporal, neuroticismo, transtornos de ansiedade e de depressao, uso de nicotina,
se expor a situacdes arriscadas (Rietz et al., 2018), esquizofrenia, transtorno
bipolar, transtorno do estresse pos-traumatico e Sindrome de Tourette, entre outros
(The Brainstorm Consortium, 2018). Isso reforca a caracteristica de
heterogeneidade clinica e de poligenicidade dos transtornos (Wendt et al., 2020).
Embora os atuais estudos gendmicos no campo da genética psiquiatrica
estejam se direcionando as varreduras gendmicas, a fracdo da herdabilidade dos
transtornos explicada por essa abordagem € baixa. No caso do TDAH, a chamada
herdabilidade de SNPs, que representa o quanto da variabilidade fenotipica pode
ser explicada por variantes genéticas comuns do tipo nucleotideo Unico, é de cerca

de 22% (Demontis et al., 2019). Esse valor € bem menor do que a herdabilidade do
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TDAH obtida por estudos de gémeos, os quais levam em consideracao todos os
fatores herdaveis independentemente de sua origem. Dessa forma, para além do
aumento do tamanho amostral, esse dado sugere a participacdo de outros tipos de
variantes genéticas, diferentes tipos de interacédo entre elas (que podem resultar
em efeitos aditivos ou multiplicativos), além da contribuicdo de variantes nao
genéticas também herdaveis (heranca epigenética) (Faraone and Larsson, 2019;
Guintivano and Kaminsky, 2016; Hawi et al., 2015). Esses fatores de risco a
patologia psiquiatrica entram em contato com fatores de risco ambiental, resultando
nas inumeras combinac¢des possiveis que contribuem para os diferentes graus de
comprometimento dos varios desfechos psiquiatricos observados. Tal proposicéo é
consistente com a caracteristica ndo mendeliana dos transtornos psiquiatricos
(Kaminsky et al., 2006; Petronis, 2010, 2001) e de discordancia entre gémeos

monozigoticos (Kaminsky et al., 2009).

1.2.2. Fatores ambientais no TDAH

Além das evidéncias de associacdo genética com o TDAH, ha um crescente
acumulo de evidéncias sobre componentes ambientais que podem modificar o risco
em relacdo a esse transtorno. Apesar da abundancia de esfor¢cos de pesquisa no
sentido de investigar os potenciais fatores ambientais de risco ou protecdo ao
TDAH, e de haver diversas evidéncias de associacao por estudos individuais, a
consisténcia e magnitude dos diferentes componentes ambientais permanece
pouco clara. A revisdo mais abrangente sobre o tema, até o momento da escrita
deste texto, abarcou a analise de 35 artigos (apenas revisdes sistematicas que
forneciam meta-analises de estudos observacionais que testavam associa¢des de
fatores de risco/protecdo ambiental ou biomarcadores periféricos foram incluidos)
(Kim et al.,, 2020). Os trabalhos selecionados renderam 63 meta-analises,
compreendendo 40 fatores de risco ou protecdo ambiental e 23 marcadores
periféricos. Esse grande trabalho hierarquizou os fatores de acordo com sua forca
de evidéncia, baseando-se nos valores de p do modelo de efeitos randémicos além
de outros critérios meta-analiticos, em 5 classes: |) convincente, Il) altamente

sugestivo, lll) sugestivo, 1V) fraco e V) nao significante. Apenas 9 associacdes
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foram consideradas nas classes de alta evidéncia de credibilidade (I e Il), sendo
que uma forte evidéncia de associacédo (classe |) entre o TDAH e o0s seguintes
fatores ambientais foi destacada: obesidade materna anterior a gravidez,
transtornos de hipertensdo da mae, uso materno do paracetamol durante a
gravidez, pré-eclampsia e eczema infantil. Outros fatores foram altamente
sugestivos de associacdo (fumo materno durante a gravidez, asma na infancia,
sobrepeso materno anterior a gravidez e baixa concentragdo de vitamina D no
Soro).

Mesmo que o trabalho de Kim e colaboradores tenha sido um grande esforco
no sentido de verificar de forma mais robusta associacdes entre fatores ambientais
(sujeitos a diversos confundidores) e um transtorno multifatorial com alta
heterogeneidade clinica, diversas limitacdes podem ter suprimido a identificacéo de
fatores que sdo genuinamente associados ao TDAH. Por exemplo, individuos que
usam alcool apresentam chance aumentada de uso de tabaco (Kessler et al., 1997;
Roche et al., 2019). Dessa forma, o efeito nao significativo encontrado para uso de
alcool durante a gestacdo na revisdo de Kim (2020) poderia na realidade existir e
ter sido mascarado pelo efeito do tabaco materno. Assim, além de considerar a
forca das evidéncias em si, é importante considerar o potencial que as exposicdes
tém de desajustar vias bioldgicas essenciais ao funcionamento cerebral. Vamos
continuar com o exemplo do tabaco e do alcool, que sdo substancias de uso
relativamente comum e que ja tiveram mecanismos de atuacao relacionados ao
TDAH propostos. Enquanto a exposicdo ao tabaco durante o periodo gestacional
leva a dessensibilizacdo dos receptores nicotinicos no cérebro fetal com alteracao
da liberacdo de dopamina, acetilcolina, norepinefrina, serotonina, glutamato e de
GABA (Brunzell et al., 2016; Pauly and Slotkin, 2008; Silva et al., 2010), o alcool
desencadeia uma reducdo neuronal com consequente diminuicdo na sintese
dopaminérgica, menos sitios de captacao e sitios de ligagéo a receptores em areas
mesolimbicas/corticais (Froehlich et al., 2011; Goodlett et al., 2001; Wang et al.,
2006). De forma geral, a exposicao pré-natal a ambas as substancias foi associada
com risco ao TDAH (Banerjee et al., 2007; Motlagh et al., 2010; Nomura et al., 2011)

e tem mecanismos de envolvimento plausiveis na sua etiologia.
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Além do tabaco e do alcool, também foram realizados estudos com uma
série de outras drogas como cocaina, anfetaminas e heroina, evidenciando um
provavel papel delas na etiologia do transtorno (Eriksson and Steneroth, 2000;
Linares et al., 2006; Ornoy et al., 1996; Willams and Ross, 2007). Outras
exposicdes, como ao chumbo (Cho et al., 2010; Nicolescu et al., 2010; Nigg et al.,
2011), manganés (Farias et al., 2010), organofosfatos (Bouchard et al., 2010; Marks
et al., 2010), niveis baixos de folato no sangue materno (Schlotz et al., 2010),
estresse materno durante a gestacéao (Li et al., 2011; Martini et al., 2010), e uso de
contraceptivos hormonais durante ou mesmo antes da gestacdo (Hemmingsen et
al., 2020), entre outros fatores, também se mostraram como provaveis contribuintes
a manifestacdo do TDAH. Da lista acima vale citar que hormonios sexuais e do
sistema de estresse sdo importantes reguladores da expressdao génica
(Khramtsova et al., 2019; Krontira et al., 2020) e que ha uma evidente prevaléncia
diferencial de comorbidades psiquiatricas com o TDAH relacionadas com o sexo do
individuo (Ottosen et al.,, 2019). Quanto a deficiéncia de folato, também é
interessante destacar que esta vitamina estd associada com a sintese dos
neurotransmissores serotonina e dopamina pela producdo do co-fator
tetrahidrobiopterina (Wagner, 2001), e é a precursora da S-adenosilmetionina
(SAM), o principal doador de grupamentos metila no processo de metilagdo do DNA
(Crider et al., 2018, 2012). Assim, o papel do folato no TDAH pode se dar tanto pelo
seu papel na neurotransmissdao como também por fatores epigenéticos a ser
mencionados a seguir (Faraone and Larsson, 2019).

E importante destacar que nem sempre se faz possivel desvencilhar a
participacdo das exposicbes em si dos efeitos genéticos e dos confundidores
psicossociais (Froehlich et al., 2011; Guney et al., 2015). De fato, ha grande
dificuldade de se conectar fatores ambientais a feno6tipos de maneira geral, uma
vez que o contexto genético é capaz de tamponar ou ampliar o risco associado a
determinada exposicdo. Para além disso, o efeito entre genes e exposi¢cdes
ambientais € simultaneo. Ha tanto a resposta da variagédo genotipica do individuo
com relacdo ao ambiente (interagcdo) quanto a resposta do ambiente, que o proprio
sujeito “seleciona/molda/manipula” em funcdo de suas caracteristicas genéticas

(correlacdo) (Plomin, 2014). Um exemplo classico de interacéo foi verificado por
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Caspi e colaboradores. Em um estudo de coorte verificou-se que experiéncias
estressantes eram capazes de levar alguns individuos, mas nao todos, ao fenétipo
de depresséo. Os autores testaram entdo a hipétese de interagdo gene-ambiente
entre um polimorfismo da regidao promotora do transportador de serotonina (o 5-
HTTLPR) e maus tratos na infancia (Caspi et al., 2003). O modelo de interacao
demonstrou que a exposicdo aos maus tratos foi capaz de predizer depressao
naqueles individuos que portavam o alelo curto (S e SS), mas sem apresentar
influéncia sobre os que eram homozigotos para o alelo longo (LL). Dessa forma,
fica evidente a necessidade de utilizar métodos capazes de congregar os diferentes
efeitos de interacdo gene-gene e gene-ambiente na tentativa de se aproximar da

real arquitetura de susceptibilidade aos transtornos psiquiatricos.

1.3. Epigenética

Ha uma série de sistemas que sdo capazes de converter influéncias
ambientais em um padrao diferencial de expressao génica, 0s quais sao chamados
de modificacbes epigenéticas. Este termo foi primeiramente utilizado por Conrad
Waddington como sendo um “ramo da biologia que estuda as interacfes causais
entre genes e seus produtos que trazem o fenétipo ao ser” (Waddington, 1942) e
envolvia a existéncia de mecanismos de heranca para além da genética padrao
(Bard, 2009). ApGs diversas revisdes, a definicdo de epigenética permanece sob
debate, mas, para fins alusivos, pode-se dizer que sdo alteracBes genéticas
herdaveis que néo envolvem alteracdes na sequéncia de nucleotideos do DNA (Wu
and Morris, 2001).

Até o0 momento séo trés os principais sistemas epigenéticos propostos: o de
metilacdo do DNA, os diferentes tipos de modificacdes de proteinas histbnicas e os
RNAS néo codificantes (Egger et al., 2004; Lacal and Ventura, 2018; Al Aboud et
al. 2020) Figura 1. Dentre estes, a metilacdo do DNA é a modificacdo epigenética
mais amplamente estudada (Lee and Herceg, 2017). Isso provavelmente se deve
ao seu envolvimento em diversos papéis bioldégicos como impriting genémico
(Barlow, 2011), silenciamento de elementos transponiveis (Yoder et al., 1997),

diferenciacéo celular (Meissner et al., 2008), desenvolvimento embrionario (Reik,
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2007) e inflamacéo (Notley et al., 2017). Em vertebrados, é mais comum que a
metilacdo ocorra na base citosina no contexto de sequéncia 5’CpG3’ (Li and Zhang,
2014). Essa alteracao consiste em um processo quimico ndo espontaneo no qual
uma enzima da familia das DNA metiltransferases (DNMTs) adiciona um grupo
metil do substrato S-adenosilmetionina (SAM) ao quinto carbono de um residuo de
citosina, a qual passa a se chamar 5-metilcitosina (5-mC) (Crider et al., 2018;
Greenberg and Bourc’his, 2019). A configuracdo de dinucleotideo CpG viabiliza a
simetria de metilacdo em ambas as fitas do DNA e sua manutencdo apds a
replicacdo do DNA. A preservacao dessa marca ocorre por intermédio da acdo da
enzima DNMT1 — conhecida como DNA metilase de manutencdo. Ela tem a
capacidade de reconhecer o estado hemi-metilado das fitas de DNA que recém
passaram por replicacao e entdo reproduzir o estado de metilagao da fita “mée” na
fita “filha” recém sintetizada (Bestor, 2000). Dessa forma, a metilacdo do DNA pode
ser considerada uma marca estavel. Ainda, existem outras DNMTs, como a
DNMT3a e DNMT3b, que sédo capazes de estabelecer a adicdo de marcas de
metilacdo em sitios CpG que até entdo ndo eram metilados, sendo chamadas de
DNA metilases de novo (Moore et al., 2013). Por outro lado, ha pelo menos uma
familia de enzimas responsaveis pela demetilacdo ativa das 5-mC as TET (ten-
eleven translocation methylcytosine dioxygenase) (Wu and Zhang, 2014) que faz a
conversdo de 5-mC no seu intermediario de demetilagdo 5-hidroximetilcitosina (5-
hmC) (Tahiliani et al., 2009).

Dada a existéncia desse delicado balanco entre estabilidade e plasticidade
e sua participacdo em diversos processos bioldgicos, ndo € de se surpreender que
alteracdes na metilacdo do DNA estejam envolvidas em uma variedade de doengas
humanas (Robertson, 2005; Suzuki and Bird, 2008). De fato, alteracdes na
metilacdo do DNA foram reportadas para céancer (Baylin and Jones, 2011) e
diversas outras doengas (Feinberg, 2007), incluindo as psiquiatricas (Guintivano
and Kaminsky, 2016; Liu et al., 2018; Ptak and Petronis, 2010). Além disso, o
padrao de metilacdo do DNA tem sido considerado como um registro das
exposicdes ambientais ao longo da vida dos individuos e um possivel biomarcador
a ser avaliado no diagnéstico de doengas (Leenen et al., 2016; Martin and Fry,
2018).
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Figura 1. Figura adaptada de Joosten et al. (2018) onde os trés mecanismos epigenéticos descritos
até o momento estéo representados. A) Modificagdes pds-traducionais de residuos em caudas de
histonas. B) Metilagdo do DNA por enzimas DNA metilases (DNMTs). C) RNAs né&o codificantes
(ncRNAs). A e B atuam em conjunto na regulacéo da expressdo génica por controlarem o estado
de condensacao/relaxamento da cromatina e, consequentemente, modificarem a acessibilidade dos
fatores de transcricdo e outros reguladores ao DNA. A acetilacdo de caudas de histonas pelas
acetiltransferases de histona (HATs) levam a conformacdo de cromatina aberta. Este estado
possibilita que a transcricdo ocorra uma vez que a maquinaria transcricional tem acesso a seus
sitios de ligagdo no DNA. A adicdo covalente de grupamentos metila em promotores génicos leva
ao recrutamento de desacetilases de histona (HDACS), as quais removem 0s grupamentos acetila
das caudas de histonas. Isso resulta ha compactacdo da cromatina e dificulta o acesso do DNA a
magquinaria transcricional. Outras marcas nas caudas histdnicas podem levar tanto a ativacdo ou
repressdo transcricional. No caso representado, metilacdo de caudas de histona, o processo é
realizado por lisina metiltransferases (KMTs) e histona-lisina demetilases (KDMs). C) Os hcRNAs
compreendem os microRNAs (miRNAs), pequenos RNAs de interferéncia, e ncRNAs longos
(IncRNAs). O pareamento de miRNAs com as sequéncias complementares em RNAs mensageiros
(mRNAs) alvo é capaz de inibir a traducéo. Os niveis de expressédo de certos miRNAs podem ser
regulados pela metilagdo do DNA de seus promotores. ncRNAs regulam a expresséo génica por:
remodelagem da cromatina, co-ativagdo ou repressdo transcricional, modificacbes pds-
transcricionais (inibindo a traducdo e acdo de proteinas). Todos 0s mecanismos epigenéticos
interagem entre si e regulam uns aos outros, formando uma rede imbricada que tem como resultado

a regulacao da expressao génica.
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As diferencas de metilacdo do DNA, causadoras ou decorrentes de estados
patolégicos, podem ocorrer tanto de forma direcionada a sitios especificos ou ao
longo do genoma. Até o momento, se sabe muito pouco sobre 0s mecanismos
moleculares envolvidos na metilagdo sitio especifica, porém mecanismos
biolégicos mais gerais, envolvidos na metilacao global, como o metabolismo de um
carbono (Crider et al., 2018), DNMTs e TETs (Lyko, 2018; Wu and Zhang, 2014),
sdo um pouco mais compreendidos. Além disso, ha evidéncia de uma forte
influéncia do perfil de metilacdo em um sitio CpG sobre os CpGs vizinhos,
provavelmente em funcdo do recrutamento de enzimas relacionadas a
metilacdo/demetilacdo naquela regido (Lovkvist et al., 2016). Isso resulta em grupos
de sitios CpG hiper ou hipometilados, raramente havendo um estado intermediario
(Lovkvist et al., 2016). Uma interpretacao plausivel dessa evidéncia € que avaliar a
metilacdo global do DNA é uma maneira de capturar um efeito geral derivado das
influéncias genéticas, metabdlicas e ambientais sobre desfechos de salde-doenca.
No caso do cancer, foi verificada uma tendéncia geral de hipometilagéo global
(Pérez et al., 2018) a qual estd relacionada com retrocesso no processo de
diferenciacéo celular e de instabilidade gendémica (Pfeifer, 2018).

O numero de estudos avaliando a metilagdo do DNA tem aumentado cada
vez mais e existe uma infinidade de metodologias disponiveis, cada uma com seus
prés e contras (Gouil and Keniry, 2019; Kurdyukov and Bullock, 2016). Uma vez
que a disponibilidade de técnicas para avaliar metilacdo do DNA é realmente muito
vasta, ndo pretendemos esgotar o tema aqui. Porém, para melhor compreenséao da
Tese, faremos uma organizacao das principais técnicas de avaliacdo de metilacéo.
Isso se faz bastante importante em funcdo do alto grau de confuséo existente na
propria literatura com relac&o a alguns conceitos e tipo de informacéo que pode ser
obtida com cada técnica e tipo de medida de metilacdo (média, porcentagem,
valores beta, etc.). Faremos uma breve descricdo sobre esses itens e outras
informacOes relevantes separando algumas das principais metodologias
disponiveis dentro de dois grandes grupos com relagéo as informacdes que podem

ser extraidas: dados de regifes especificas ou dados globais.
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1.3.1. Técnicas que avaliam a metilacdo do DNA em sitios especificos:

abrangéncia restrita ou ampla

As metodologias que acessam o status de metilagdo em regides especificas
remontam os estudos do tipo gene candidato e foram muito abundantes no inicio
da exploracéo de informacfes epigenéticas. Uma grande vantagem desse grupo
de técnicas € que elas partem de uma hipétese prévia sobre o potencial patogénico
da perturbacgéo de expressao de algum gene sobre a condigcdo em estudo. Sendo
apenas um ou poucos sitios CpG avaliados, e se verificando presenca ou auséncia
de metilacdo no sitio de interesse, 0 numero de testes é relativamente baixo,
contribuindo para que achados de associacdo ndo sejam descartados pelo critério
estatistico mesmo em estudos com tamanho amostral reduzido. Essa avaliacao
artesanal, de cada regido génica de interesse de forma individual, foi sendo
substituida pelas técnicas de arrays conforme esses foram tendo seus custos
reduzidos e o numero de regifes avaliadas sendo ampliadas.

Na ultima década, os chips comerciais abriram a possibilidade de avaliar a
metilacdo do DNA de forma abrangente, e, por intermédio se sua versao mais
utilizada, o lllumina Infinium array — atualmente na versdo MethylationEPIC —,
cerca de 850 mil sitios CpG (com foco em regides promotoras e de enhancers)
podem ser acessadas por amostra. Outra vantagem dos arrays de metilacdo é a
possibilidade de relacionar os dados por ele obtidos com aqueles fornecidos por
arrays de genotipagem (Bock et al., 2016). Valores beta sdo criados para cada um
dos sitios CpG incluidos no array e assim posi¢cdes (DMP) ou regibes (DMR)
diferencialmente metiladas podem ser relacionadas com genesl/vias,
respectivamente, e associadas com a condicdo em estudo. Porém uma
desvantagem desse método é a impossibilidade de diferenciar entre 5-mC e seu
intermediario de demetilacdo 5-hmC (Bock et al., 2016). Mesmo ndo sendo uma
avaliacao global do epigenoma (na realidade séo acessados apenas 3% de todos
os sitios CpG na versdo EPIC) € comum que achados desses estudos, por
intermédio de uma média dos valores beta, sejam reportados como valores de
metilacéo global. Os estudos que usam arrays sdo chamados de epigenome wide

association studies (EWAS), fazendo referéncia aos estudos de varredura
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gendmica (GWAS), os quais também ndo abarcam a totalidade de variantes do
genoma. Porém a expressao “metilagcao global” € comumente usada na literatura,
em diversos contextos, sem maiores explicacbes. Isso acaba gerando alguma
confusdo mesmo para aqueles com conhecimento acumulado sobre estudos
epigenéticos, uma vez que € comum que pesquisadores se especializem em certas
abordagens e acabem pressupondo que certos termos sejam usados com 0 mesmo
sentido no &mbito de outras técnicas. Pretendemos deixar claro na proxima
subsecdo em que contexto o termo metilagdo global seria adequadamente
empregado.

Ainda dentro da categoria de técnicas que fornecem dados de metilacéo
para os sitios individuais, devemos citar as técnicas de sequenciamento apos
tratamento por bissulfito. Elas tém a grande vantagem de retornar informacao sobre
o status de metilacdo para cada um dos sitios CpG do genoma de forma individual,
mas isso vem com um custo financeiro e computacional muito elevado, ainda mais
considerando que na area de pesquisa € necessario um tamanho amostral
consideravel para que as andlises apresentem poder estatistico suficiente para
fatores com tamanho de efeito pequeno. Além disso, também ndo € possivel
discriminar entre 5-mC e 5-hmC (Booth et al.,, 2012; Huang et al., 2010). Para
reduzir o custo associado ao sequenciamento completo, € possivel recorrer a
combinacdo de algumas técnicas de enriquecimento. Esse é o caso do reduced-
representation bisulphite sequencing (RRBS) que utiliza diferentes enzimas de
restricdo para gerar fragmentos de sequéncia especifica para posterior tratamento
com bissulfito e sequenciamento (Gu et al., 2011). Fica claro que esse tipo de
derivacdo, apesar de usar a técnica de sequenciamento, acaba se encaixando no

grupo de avaliacao sitio especifica.

1.3.2. Técnicas que avaliam a metilacdo do DNA de forma global

Na categoria de técnicas que de fato avaliam a metilacdo do DNA de maneira
global, podemos citar a dosagem de 5-mC por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC) ou por espectrometria de massas. Outras técnicas sdo usadas

no contexto de proxies dos niveis de metilacédo global, como ELISA e LUMA.
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Os resultados obtidos por HPLC e espectrometria sdo adequadamente
chamados de metilacédo global porque fornecem informacé&o sobre a quantidade de
citosinas que se encontram metiladas no ambito de todas as citosinas do DNA.
Assim, é fornecido um unico valor que pode representar uma tendéncia de
metilacdo do DNA e relaciona-la com algum traco fenotipico (maior nivel de
metilacdo em um grupo de individuos com determinada caracteristica com relacao
a um grupo sem tal traco demonstraria que ha associacdo de um genoma
hipermetilado com aquela caracteristica, ou hipometilagdo em uma situacao
inversa).

O protocolo para obtencdo desse tipo de dados compreende o tratamento
enzimatico do DNA para remocao de RNA remanescente e fragmentagdo do DNA
em seus nucleotideos para posterior afericdo de suas quantidades por HPLC ou
espectrometria (Ramsahoye, 2002; Rozhon et al., 2008). Dessa forma, o nivel de
metilacdo utilizado é expresso na forma de porcentagem pela seguinte equacao:
razao entre a quantidade de citosinas metiladas (5-mC) pelas citosinas totais (5-
mC+ C) multiplicadas por 100 (%5-mC = (5-mC/5-mC + C) x 100). Uma
desvantagem dessa técnica é a quantidade de DNA necessaria para a sua
realizacdo. Mas como um dos esfor¢cos da presente Tese, em colaboracdo com a
Universidade Feevale, foi possivel otimizar esse aspecto e, assim, um trabalho
utilizando um novo protocolo, com a utilizacdo de apenas 2 microgramas de DNA,
foi publicado (Barbosa et al., 2019).

Embora alguns elementos altamente repetitivos do DNA, como LINES e
SINES, parecam ser bons proxies da metilacdo global por, de forma conjunta,
compreenderem cerca de 30% do DNA gendémico humano (Cordaux and Batzer,
2009), eles podem falhar em espelhar o perfil global. Isso foi demonstrado para o
envelhecimento, por exemplo (Lisanti et al., 2013). Ja técnicas de luminescéncia
(LUMA) e colorimétricos (ELISA), as quais se valem de anticorpos especificos,
parecem reproduzir de forma menos fiel o real status de metilagéo global (Bock et
al., 2016), apresentando alta variacdo dos niveis de metilacdo entre as replicatas

da mesma amostra (Kurdyukov and Bullock, 2016).
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1.3.3. Outras considera¢cdes importantes quanto as técnicas que avaliam a

metilacdo do DNA

Um problema de pesquisa que envolva a avaliacdo de metilacdo do DNA
pode ser melhor solucionado por um tipo ou grupo de técnicas. E evidente que o
processo de escolha da metodologia mais adequada envolve o tipo de dados que
cada uma pode fornecer, mas, além disso, é importante considerar a “qualidade” e
a reprodutibilidade de cada método. Varios métodos envolvem o tratamento prévio
das amostras com bissulfito (PCR, EWAS, sequenciamento). Ele realiza a
conversao de citosinas ndo metiladas em uracilas, enquanto as que se encontram
metiladas permanecem como citosinas, podendo entdo serem diferenciadas por
PCR e sequenciamento (Grunau et al., 2001). Olova et al. (2018) demonstrou que
essa etapa € a principal responsavel pela inclusdo de diversos vieses nos
protocolos de sequenciamento. A degradacdo do DNA € inerente ao tratamento
com bissulfito e afeta a composicao de sequéncia em regides ricas em citosina néo
metilada (Olova et al., 2018). Apesar da degradacdo do DNA ser presente em
qualquer protocolo que utilize bissulfito, a montagem de bibliotecas de
sequenciamento passa por uma etapa adicional de fragmentacdo, quando
fragmentos ricos em citosina ndo metilada sdo excluidos do pool de bibliotecas
antes de passar por amplificagdo, assim introduzindo um viés adicional (Olova et
al.,, 2018). Outras questdes decorrem disso, como problemas na etapa de
amplificacdo. Em funcdo das limitacbes presentes na metodologia de
sequenciamento, fica mais compreensivel o achado de Heiss et al. (2020), em que,
ao comparar EWAS e sequenciamento, verificaram que o EWAS foi mais preciso
na quantificacdo de metilacdo do DNA.

Quanto aos niveis globais de metilacdo do DNA, a uUnica maneira de
realmente se obter os niveis totais de 5-mC é pela técnica de HPLC (Vryer and
Saffery, 2017). Mesmo nédo sendo possivel determinar as posi¢cdes em que as
citosinas metiladas e n&do metiladas se encontram, esse método pode ser
particularmente interessante no contexto dos transtornos multifatoriais, uma vez
que a contribuicdo dos diferentes fatores ambientais e genéticos, além de suas

interacOes na etiologia, € muitas vezes imprecisa. Essa metodologia seria, entao,
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um importante proxy do exposoma, agindo sobre o contexto gendémico dos
individuos, ainda mais se seus niveis forem relacionados com alteracao de algum
outro “comunicador bioldgico”, como foi demonstrado ocorrer com hormdnios do

estresse (Mduller et al., 2020).

1.4. Metilacdo global na psiquiatria

Com relacéo ao perfil de metilacdo global do DNA, inumeros trabalhos foram
conduzidos em condicdes como cancer (Casalino and Verde, 2020), mas esse
método permanece subutilizado no entendimento de diferentes condicoes
psiquiatricas. E possivel que isso se deva, em parte, a uma importante preocupagao
gue surge ao se trabalhar com epigenética como um todo, que € o tipo de tecido do
qgual o DNA ¢ isolado para avaliar o perfil de metilacdo, uma vez que se sabe que
diferentes tipos celulares apresentam um repertorio transcricional diferenciado.
Logo, um fator limitante que se enfrenta em estudos epigenéticos na psiquiatria diz
respeito a dificuldade de se obter amostras de DNA a partir do cérebro de pacientes.
Importante destacar que, mesmo obtendo material do tecido de interesse, amostras
coletadas a partir de diferentes regides cerebrais diferem entre si quanto ao perfil
de metilagdo (Davies et al., 2012). Dessa forma, a maioria dos estudos,
principalmente em humanos, tém utilizado amostras de tecidos periféricos como
sangue, tecido bucal ou amostras de saliva na tentativa de buscar biomarcadores,
uma vez que foi verificada uma certa correlagéo entre tais tecidos e tecido cerebral
(Clive et al., 2016; Guintivano et al., 2014).

Alguns transtornos, como esquizofrenia e transtorno bipolar, foram um pouco
mais estudados com relagcdo aos niveis globais de metilacdo. Por outro lado,
condi¢cbOes até mais frequentes do que elas, como depressao e ansiedade, foram
bem menos acessadas (Tabela 2). E interessante notar a variedade de técnicas
que os diferentes grupos de pesquisa utilizaram para acessar a informacao sobre
0s niveis de metilagdo global em sua amostra. Essa falta de homogeneidade
técnica, além de dificultar a comparacédo dos resultados obtidos pelos diferentes
estudos, evidencia a falta de clareza que havia, pelo menos até 2016 (Bock et al.,
2016; Kurdyukov and Bullock, 2016; Vryer and Saffery, 2017), sobre qual das
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Tabela 2: Estudos que avaliaram niveis de metilacdo global do DNA em pacientes com 0s principais transtornos psiquiatricos: esquizofrenia,

transtorno bipolar, depressédo e ansiedade (excluindo-se transtorno do espectro autista, devido a sua extrema heterogeneidade clinica e

etiolégica).

Autoria

Transtorno e composi¢cdo amostral

Tecido; técnica

Principais achados

Shimabukuro et
al., 2007

SCZ - 210 casos (124 homens e 86
mulheres) com uso cronico de tratamento
237
controles (108 homens e 129 mulheres).

farmacolégico  antipsicético e

Leucécitos; HPLC.

Homens mais metilados que mulheres; Em homens: tendéncia de
menor metilacdo em casos que controles (P=0,075), com um efeito
significativo da idade (beta=-0,212, p<0,001); Em mulheres: sem
efeito.

Bromberg et al.,
2008

SCz -

pareados.

28 casos vs. 26 controles

Leucécitos; método de extensédo
de citosinas (endonucleases de

restricdo Mspl e Hpall).

Sem associagdo quanto aos niveis de metilagdo. Niveis de

homaocisteina maiores em pacientes.

Pares de gémeos: 27 pares com SCZ, 15
discordantes para SCZ ou transtornos do
espectro esquizofrénico (CID-10). 34
pares de gémeos controles saudaveis
recrutados por anuncio em jornal e 38

gémeos controles psiquiatricos.

Leucécitos; método de extensédo
de citosinas (endonucleases de
restricdo Mspl e Hpall).

Metilagdo global reduzida em gémeos com esquizofrenia (redugéo
na metilacéo foi significativa apenas em homens).

A metilagdo do DNA foi significativamente menor em nove
pacientes com SCZ ndo medicados comparados aos pacientes
com medicagdo, os quais alcangcaram os niveis de metilacdo

aproximados de controles.

Bonsh et al.,
2012
Melas et al.,
2012

SCZ = 177 pacientes (87 homens; 90
mulheres).
Controles = 171 doadores de sangue

anbnimos.

Leucécitos; LUMA.

Hipometilagcdo em pacientes; regressao linear com pacientes gerou
um modelo em que tratamento antipsicético e inicio da doenca
explicou 11% da variancia de metilagdo global. Haloperidol foi
associado com maior metilagao, e inicio precoce foi associado com

maior metilagao.
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Nishioka et al.,
2013

SCZ = 18 pacientes com primeiro episédio
de psicose (11 homens e 7 mulheres).

Controles = 15 (10 homens e 5 mulheres).

Células  mononucleares de
sangue  periférico; lllumina
Infinium  HumanMethylation27

BeadChip array (uso de uma
medida global pela média dos
valores beta de todos os sitios
CpG inclusos no array.

Menor metilagéo “global” em pacientes.

Misiak et
2015

al.,

Primeiro episddio de SCZ divididos em
dois grupos (com historico de trauma na
infancia e sem). 48 Controles pareados
idade, IMC,

homocisteina, B12 e folato.

para sexo, niveis de

Leucdcitos; LINE-1 (COBRA)

Metilagéo significativamente reduzida em pacientes

esquizofrénicos com histdrico de trauma na infancia.

Alelt-paz et al.,
2016

SCZ e controles obtidos pelo Atlas human

brain.

Regibes cerebrais (Cortex pré-
frontal dorso-lateral, hipocampo
e cortex cingulado anterior) de
pacientes e controles mortos.
450K methylation array, mas
fornecendo uma medida global

(média dos valores beta).

Metilagdo do DNA depende da &rea cerebral analisada. Usando
amostras cerebrais ao invés de leucécitos encontrou um padréo

“global” de hipermetilcdo nas trés estruturas analisadas.

Jiang et al., 2017

SCZ = 264, Controles = 221

Leucocitos; 5-mC por anticorpos.

5-mC correlacdo positiva dependente de sexo com idade.
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Viana et al.,
2017

SCZ =41, Controles = 47

262 amostras cerebrais
postmortem (cértex pré-frontal,
estriato, hipocampo e cerebelo);
450K methylation array, mas
fornecendo uma medida global
(média dos valores beta).

Sem diferenca.

Fachim et al.,
2018

SCZ = 15, Controles = 16. Pareados para
idade.

Cértex pré-frontal e hipocampo;
PyroMark Q24 CpG =
pirosequenciamento  baseado
em sequéncias LINE-1 foi usado
para quantificar metilacdo em 4
sitios CpG nas posicdes 331 a
318 de LINE-1.

Marcador de LINE-1 foi mais metilado em tecidos cerebrais de

pacientes.

Lietal., 2018 SCZ =92, BD =99, Controles = 92 Células  mononucleares de | SCZ = Hipometilagdo em S1.
sangue periférico; LINE-1 - | BD = Hipometilagdo em S2.
método  bisulfite  conversion- | SCZ e BD = Hipometilagdo em S3.
specific one-label extension (BS-
OLE) para detectar metilagdo em
trés sitios CpG (S1, S2 e S3).
Li etal., 2019 SCZ =92, BD =99, Controles = 92 Sangue periférico; BD = Hipermetilagédo de AluY Al e A2.

Subfamilia de elementos (AluY).

SCZ e BD = Hipometilagdo do sitio A3.

Murata et al.,
2020

SCZ = 24 vs. Controles = 42

Sangue; pirosequenciamento de
LINE-1.

Hipometilagdo em pacientes com primeiro episodio de SCZ.
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SCZ =388, BD =414, Controles = 430

Pacientes com SCZ e BD do tipo 1 (mas ndo do tipo 2)

apresentaram hipometilagdo e diminuicdo dos niveis de betaina.

Bromberg et al.,

BD =49 pacientes eutimicos, Controles =

Leucodcitos; método de extensao

Sem diferenca.

2009 27 de citosinas.
Rao et al., 2012 | BD =10, Doenga de Alzheimer = 10 Cortex frontal post-mortem; | Metilagdo global aumentada em BD e AD.
Controles pareado para idade = 10 por | Imprint Methylated DNA
grupo Quantification Kit (Sigma
Aldrich).

Soeiro-de-
Souza et al.,
2013

BD =50

Controles = 50

Sangue; ELISA.

Sem diferenca.

Huzayyin et al.,
2014

BD com excelente reposta a monoterapia
com litio = 14, Parentes nado afetados de
pacientes = 16, Parentes afetados por BD
ou MDD = 14, Controles =16.

Linfoblastos transformados em
cultura na presenga ou auséncia
de litio; ELISA.

Diminuicdo de 5-mC em BD e seus parentes comparados a
controles e permaneceu assim apds o tratamento com litio em

pacientes com BD, mas ndo em seus parentes.

Backlund et al.,
2015

BD = 29 (monoterapia), BD = 32 (terapias
combinadas), Controles = 26.

Leucécitos; ELISA.

Hipometilagdo em pacientes em monoterapia com litio.
Litio + valproato = hipermetilagao.
Sem associagdo entre metilagéo e resposta ao litio.

Ceylan et al,

2018

BD | = 37 eutimicos, 18 em mania, 20

depressivos, Controles = 60.

Sangue; ELISA.

Sem efeito significativo das diferentes medica¢bes sobre 5-mC.

34



Burghardt et al.,

BD = 28 (75% tipo 1; 18% tipo 2; 7% sem

Biopsias musculares

Hipermetilagéo nas bidpsias de pacientes com BD. 5-mC foi maior

2019 outra especifica¢édo). Controles = 13. (importancia do tecido muscular | no grupo usando antipsicéticos atipicos comparado com o grupo
na captagdo e armazenagem de | que usava estabilizadores de humor.
glicose estimulada por insulina);
LINE-1.
Byrne et al, | MDD - 12 pares de gémeos MZT | Sangue; 450K (com média dos | Sem diferenca entre casos e seus irmdos nao afetados, mas no
2013 discordantes para MDD, 24 pares | valores beta). grupo de mulheres casos foram menos metilados do que controles
concordantes para auséncia de MDD e (a tendéncia em homens foi oposta).
com baixo neuroticismo.
Tseng et al, | MDD =49e Ctrl=25 Leucécitos; kit de quantificacdo | Tendéncia de menores niveis de 5-mC em casos graves
2014 de 5-mC MethylFlash™ (teste | comparados a controles, foi significativo no grupo mais velho e ndo
colorimétrico). significativo no grupo mais jovem. Relacgdo inversa com a gravidade
da doenga.
Murphy et al., [ ANX=25e Ctrl =22 Células mononucleares  de | Pacientes ansiosos tinham niveis maiores de metilagédo global.
2015 sangue periférico; kit de
quantificacdo de 5-mC
MethylFlash™ (teste

colorimétrico).

SCZ- esquizofrenia, BD - transtorno bipolar, MDD - depresséo, ANX - ansiedade.
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metodologias disponiveis era a mais adequada para verificar niveis de metilacdo
global.

E surpreendente que, apesar dessa variabilidade, um certo padr&o possa ser
verificado quanto aos niveis de metilacdo global obtidos a partir de sangue
periférico em algumas condicdes. Nesse sentido, pacientes com esquizofrenia,
transtorno bipolar e depressdo apresentaram, de forma geral, genomas
hipometilados com relacdo aos controles (Backlund et al., 2015; Bénsch et al.,
2012; Byrne et al., 2013; Huzayyin et al., 2014; M. Li et al., 2019; Li et al., 2018;
Melas et al., 2012; Misiak et al., 2015; Murata et al., 2020; Nishioka et al., 2013;
Shimabukuro et al., 2007; Tseng et al., 2014).

Evidentemente que nesse contexto de variagdo na conducao dos estudos
alguns achados divergentes tenham sido reportados (Tabela 2). Mas, além disso,
esses achados ressaltaram o quanto uma diversidade de fatores como gravidade
do transtorno (Tseng et al., 2014), tratamento farmacologico (Backlund et al., 2015;
Burghardt et al., 2020; Huzayyin et al., 2014; Melas et al., 2012), trauma na infancia
(Misiak et al., 2015), sexo (Bbnsch et al., 2012; Byrne et al., 2013; Jiang et al., 2017,
Shimabukuro et al., 2007) e idade dos individuos, entre outros, € capaz de alterar
o efeito dentro de grupos mais homogéneos. Como exemplo, Soeiro-de-Souza e
colaboradores (2013) nédo verificaram alteracdo nos niveis de 5-mC ao agrupar
todos os pacientes com transtorno bipolar em um Unico grupo, sem a criacdo de
grupos homogéneos. Tal procedimento é indispensavel, uma vez que ha evidéncia
de que alguns medicamentos psiquiatricos influenciam nos padrdes de metilacédo
do DNA, sendo importantes confundidores a serem controlados (Houtepen et al.,
2016). Apesar dessa falha metodoldgica nao ter se repetido em trabalho posterior,
um grande fracionamento da amostra (5 grupos — sendo que um se subdividia em
outros trés) resultou em grupos muito pequenos e, consequentemente, com pouco
poder para detectar alguma diferenca (Ceylan et al., 2018). Bromberg e
colaboradores (2009) tiveram o mesmo problema (poucos individuos em cada
grupo). Porém diferencas nos niveis de 5-mC entre pacientes com transtorno
bipolar e controles foram verificadas quando o medicamento considerado foi o
mesmo — nao sendo necessario fracionar a amostra (Huzayyin et al., 2014) — ou

com grupos submetidos a diferentes tratamentos, porém com tamanho amostral
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maior (Backlund et al., 2015). De fato, o tamanho amostral muito pequeno parece
ser uma caracteristica desse tipo de estudo na psiquiatria. A maioria deles contou
com menos de 100 individuos, somando-se casos e controles (Tabela 2). Uma
grande excecao a essa afirmacao foi o artigo de Murata et al. (2020), que contou
com 388 pacientes com esquizofrenia, 414 com transtorno bipolar e 430 controles
saudaveis. Esse trabalho replicou o achado de hipometilacdo em pacientes com
essas condicoes.

Quanto aos transtornos com menos estudos sobre nivel de metilagao global
do DNA em humanos, € particularmente importante verificar dados disponiveis a
partir de estudos com animais. Em pacientes mais velhos com depresséao, o0s niveis
de 5-mC foram inversamente relacionados com a gravidade do transtorno (Tseng
et al., 2014). Ainda em humanos, outro estudo apresentou evidéncia de metilacado
reduzida em mulheres com depressdo com relacdo a mulheres controles, mas a
tendéncia no grupo de homens foi no sentido contrario (Byrne et al., 2013). Com
relacdo ao transtorno de ansiedade, apenas um trabalho foi realizado, e relatou
niveis aumentados em pacientes (Murphy et al., 2015). Por outro lado, estudos
realizados em outros organismos demonstraram que tanto o comportamento de
ansiedade como o de depressao coincidiram com niveis reduzidos de metilacdo do
DNA na amigdala de ratos (McCoy et al., 2017). Além disso, tal estudo também
sugeriu que o tratamento com agentes promotores de metilacdo seria capaz de
melhorar os sintomas depressivos e de ansiedade. Também em ratos, a exposi¢ao
a estresse foi utilizada para criar comportamentos depressive-like, o que resultou
em hipometilacdo (Shen et al., 2019). Em outra analise, infusédo local de 5-aza-
2'deoxicitidina, um inibidor de metilagdo, no grupo de ratos ndo expostos a
estresse, também foi capaz de induzir comportamentos caracteristicos de
depressao por intermédio de hipometilagdo (Shen et al., 2019). Em um estudo com
camundongos, a exposicdo ao estresse crénico aumentou 0s comportamentos
anxiety-like, os quais foram acompanhados de diminuicdo na metilacdo do DNA
(Elliott et al., 2016). Um dado muito interessante quanto a esses transtornos é que
eles parecem ser transtornos relacionados a altos niveis de cortisol, um horménio
do sistema de estresse, e esse tem sido inversamente relacionado com os niveis

de metilacdo global (Miller et al.,, 2020). Essa associacdo tem o potencial de
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conectar uma marca estavel, caso da metilacdo, a uma regulacéo biolégica mais
dindmica, como a regulacédo hormonal. Entender como uma pode influenciar a outra
€ um importante desafio.

Como previamente citado neste texto, tanto o uso de alcool quanto tabaco
foram sugeridos como fatores ambientais de susceptibilidade ao TDAH, mas, além
disso, dependendo de seu padrdo de consumo, podem ser considerados como
transtornos por si s6 e também tém sido avaliados quanto ao seu potencial de
alteracdo epigenética. O etanol é amplamente conhecido por alterar a metilacdo
global durante o desenvolvimento neural (Chen et al., 2013; Zhou et al., 2011). Em
células tronco isoladas de cérebros de camundongos, uma Unica administracao de
etanol durante o inicio do desenvolvimento do sistema nervoso central ndo foi
capaz de alterar os niveis de 5-mC, enquanto que uma exposi¢cdo continua
aumentou seus niveis significativamente (Liyanage et al., 2015). Também ha
achados demonstrando que pacientes com hepatite alcodlica apresentam
hipermetilagdo com relacéo a individuos controles (Shen et al., 2015). Ao se avaliar
os efeitos da administracdo aguda de etanol em camundongas gravidas do nono
ao décimo primeiro dia de gestacdo, observou-se que o DNA fetal estava
hipometilado (Garro et al., 1991). Uma vez que as evidéncias de alteracdo nos
niveis de metilacdo global em funcédo do consumo de alcool sédo divergentes ao se
avaliar diferentes estagios do desenvolvimento, destacamos a importancia de se
avaliar os possiveis efeitos do consumo de &lcool durante o desenvolvimento e
também quando este j&4 estd completo. O alcool, através de seu metabolismo, é
capaz de alterar a doacao de grupamentos metila e acetila, o que afeta diretamente
0S mecanismos epigenéticos de metilagdo do DNA e de metilacao e acetilagdo de
histonas (Resendiz et al., 2014). Tais mecanismos podem ser diferentes ao longo
do desenvolvimento, mesmo sem o uso de alcool. Um exemplo disso pode ser
obtido em um trabalho que avaliou em qual extenséo a metilagéo global das maes
podia ser afetada em funcéo do consumo de doadores de grupamento metil durante
a gestacao. Os maiores niveis de metilacdo foram observados antes da gravidez e
durante as semanas 18-22 de gestacdo, com o acido folico demonstrando ser
positivamente relacionado com os niveis globais de metilagdo. Quanto ao consumo

de metionina antes da gravidez e durante o primeiro trimestre, verificaram-se
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menores taxas de metilacdo nas semanas 18-22. O consumo de doadores metil
durante o segundo e terceiro trimestre foi associado com maior metilagdo durante
0 terceiro trimestre. Dessa forma, parece haver uma tendéncia de alteragdo nos
niveis de metilacdo do DNA no dltimo trimestre de gravidez e ndo em fases
anteriores (Pauwels et al., 2016). Considerando os niveis globais de 5-mC com o
desfecho tabagismo, encontramos apenas um trabalho. Nele, Hillemacher e
colaboradores néo encontraram efeito direto do fumo nos niveis de metilacdo global
(Hillemacher et al., 2008). Porém, Semmler e colaboradores observaram maior
metilacdo global em pacientes internados para desintoxicacdo em fungéo de alcool,
sendo que grande parte desses também apresentavam abuso de nicotina (Semmler
et al. 2015).

Temos, entdo, que algumas condicdes foram mais frequentemente
relacionadas com estados de hipometilacdo, ao passo que outras com uma
tendéncia a hipermetilacdo. Dessa forma, fica evidente que a regulacao global da
metilacdo é importante e que desvios no sentido de maior ou menor metilagdo
podem conduzir a desfechos psiquiatricos. E surpreendente notar o grande hiato
gue existe sobre os niveis de 5-mC em transtornos psiquiatricos, principalmente se
levarmos em consideracdo o numero de trabalhos realizados sobre metilacdo em
genes especificos (Smigielski et al., 2020). Isso reflete o quanto dos esfor¢cos de
pesquisa ainda tém sido realizados pela perspectiva dos genes candidatos em
detrimento de uma busca global. Evidentemente que os estudos realizados séo de
grande importancia, porém uma distribuicdo maior de investimento para as
diferentes estratégias seria promissora, ja que é sabido que a susceptibilidade aos
transtornos multifatoriais ndo se deve a poucos fatores.

Uma perspectiva emergente de uma avaliacdo epigenética mais ampla no
contexto da psiquiatria € a de reldgio epigenético, ou “epigenetic clock” (Horvath
and Raj, 2018). Esses estudos partem de uma avaliagdo abrangente de metilagéo
diferencial a partir de EWAS, elaborando escores relacionados com o
envelhecimento, ou seja, fornecem estimativas de “idade epigenética” com base
em metilacdo de DNA (DNAm age) (Fransquet et al., 2019; Horvath and Raj, 2018).
Vérios estudos tém relacionado desvios da idade biolégica com relacdo a idade

epigenética e transtornos psiquiatricos (Fries et al., 2020; Okazaki et al., 2019; Wolf
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et al., 2020). Essas associacdes podem estar relacionadas com o aceleramento da
instabilidade gendmica, encurtamento de teldmeros, entre outros fatores vinculados
ao envelhecimento (LOpez-Otin et al., 2013). Dessa maneira, andlises mais
abrangentes podem fornecer informacdes nao disponibilizadas em estudos focados
somente na metilacao diferencial propriamente dita. Seria interessante, entdo, que
uma maior proporcao dos EWAS disponiveis na psiquiatria proporcionassem esse
tipo de analise além da estimativa de medida global aos moldes de Glad e
colaboradores, que utilizaram uma média dos valores beta de todos os sitios CpG,
proporcionando uma visdo geral sobre todos os sitios CpG verificados no array
(Glad et al., 2017). Essas abordagens ndo sdo uma avaliacdo global no sentido
estrito do termo, que aqui reservamos ao HPLC, mas contribuiram com uma
estimativa geral de variagdo de metilagdo relacionada a estados patoldgicos e

saudaveis.

1.5. Metilagao global e sexo

Assim como ocorre em muitas condi¢cdes clinicas, varios transtornos
psiquiatricos também apresentam uma prevaléncia diferencial com relagéo ao sexo
dos individuos afetados. Por mais que o efeito do sexo na manifestacdo de
fenotipos psiquiatricos tenha sido classicamente considerado como potencial fator
de confusdo em analises, pouco se sabe sobre as causas da prevaléncia
diferencial.

Recentemente efeitos epigenéticos também foram adicionados nessa ja
complexa equacdo (Kramtsova et al. 2018). E bastante interessante notar que
apesar de mulheres terem um cromossomo inteiro sendo inativado pelo mecanismo
de metilacdo (no processo de compensacao de dose do cromossomo X) elas tém
apresentado um consistente padréo de hipometilagao geral (Suderman et al. 2017;
McCarthy et al. 2014). Alguns aspectos que subjazem as diferencas sexuais tém
sido propostos, tal como por exemplo a diferenca de concentractes de horménios
sexuais. Dentre os poucos dados disponiveis temos o ja bem estabelecido papel
da testosterona como indutor da masculinizacdo das estruturas e funcionamento

cerebral que ocorre durante periodos precoces do desenvolvimento (Forger et al.
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2018). Também ha evidéncias de que o aumento de estrégeno € acompanhado por
uma diminuicao nos niveis de GMe (Ulrich et al., 2012).

Sendo assim, temos uma série de observacdes de efeito do sexo sobre
fenotipos psiquiatricos que ainda ndo foram plenamente dissecados. Mesmo tendo
sido apenas recentemente adicionada ao conjunto de hipéteses que podem explicar
as diferencas observadas entre os sexos, a metilacdo do DNA ja desponta como
um dos principais mecanismos por onde a atuagcéo dos hormdénios sexuais podem

exercer seus efeitos de alcance sistémico (Mller et al. 2020).

1.6. TDAH a luz da epigenética

Dada a arquitetura altamente poligénica do TDAH e o pequeno tamanho de
efeito quanto aos fatores de risco ambiental associados ao transtorno, tem surgido
forte interesse em se avaliar mecanismos epigenéticos nessa condi¢do. Esses
atuam justamente na intersecc¢do dos diferentes contribuintes aos fenotipos. Assim,
a avaliacdo de micro-RNAs (miRNA), modificacfes de histonas e metilacdo do DNA
podem fornecer meios de integrar os riscos genéticos e ambientais, além de auxiliar
na compreensao da alta variabilidade fenotipica descrita para o TDAH.

Os miRNAs pertencem a classe de RNAs ndo codificantes, sendo
reguladores epigenéticos de atuacdo poés-transcricional. S&o importantes
moléculas a serem avaliadas em condicbes psiquiatricas, uma vez que
desempenham papel fundamental no desenvolvimento do sistema nervoso central,
por influenciar na proliferacdo e diferenciacao celular, e na sinaptogénese (O’Brien
et al., 2018). Além disso, 70% dos miRNAs conhecidos sao expressos no sistema
nervoso central (Fineberg et al., 2009). Em uma revisdo de 2018, foi demonstrada
a substancial contribuicao de miRNAs no TDAH tanto em criangas quanto em
adultos (Srivastav et al., 2018). Verificou-se que os miRNAs inclusos na revisdo
modulam a expressao de diversos genes que foram relacionados a etiologia do
TDAH (BDNF, DAT1, HTR2C, HTR1B, SNAP-25). O padréo de alteracdo de
expressao de diversos miRNAs (miR-let-7d, miR-18a-5p, miR-22-3p, miR24-3p,
miR-106b-5p, miR-107, 26b-5p, miR-185-5p, mMiR-191-5p e miR-155-5p) em
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individuos com TDAH se demonstrou estavel em células mononucleares de
sangue, destacando esses como potenciais biomarcadores periféricos a serem
explorados (Paul et al., 2020; Sdnchez-Mora et al., 2019). Polimorfismos genéticos
na regido codificante de miRNAs, como o SNP rs4916723 no MIR9-2, também
foram associados com risco aumentado de transtornos psiquiatricos, incluindo
TDAH (Tovo-Rodrigues et al.,, 2019). Ainda restam muitos miRNAs a serem
explorados com relagdo a sua influéncia no TDAH, mas a explicagao das
associacOes encontradas permanece atrelada a seu papel na regulacdo de genes
previamente associados ao transtorno.

Quanto as modificacdes de histona, elas foram primeiramente demonstradas
no hipocampo de ratos expostos a varias concentracées de chumbo (fator de risco
ao TDAH), com consequente aumento da atividade comportamental (compativel
com os sintomas da apresentacdo hiperativa do TDAH) (Luo et al., 2014). A
acetilacdo de histonas aumentou significativamente nos ratos tratados de forma
cronica. Essa marca especifica € comumente relacionada com relaxamento da
cromatina e, consequentemente, um estado de maior expressao génica (Lawrence
et al., 2016). Infelizmente, apesar de se saber como as modificacdes de histonas
podem impactar na expressao génica por intermédio de modificacdes no estado de
relaxamento/condensacdo da cromatina (Lawrence et al., 2016), essas ndo tém
sido avaliadas em pacientes com TDAH (Dall'Aglio et al., 2018; Mirkovic et al.,
2020).

Por outro lado, ha relativa abundancia de estudos cujo foco foi avaliar
alteracdes na metilacdo do DNA com relacdo aos sintomas e diagndéstico do TDAH.
Mas, apesar de existir mais conhecimento sobre 0s mecanismos que atuam em
alteracdes globais na metilacdo, como variantes nas DNMTs, TETS, e no gene
MTHFR (que metaboliza o elemento doador de grupamento metila SAM a partir de
folato), a maior parte dos esfor¢cos até o momento foi no sentido de procurar por
modificacdes em sitios especificos (Adriani et al., 2018; Dadds et al., 2016; Ding et
al., 2017; Heinrich et al., 2017; Park et al., 2015; Perroud et al., 2016; van Mil et al.,
2014; Xu et al., 2015). Diversos genes foram avaliados (DRD4, DRD5, 5-HTT,
NR3C1, MTHFR, IGF2, H19, KCNQ10T1, DAT1, 5-HT3AR, COMT, ANKK1, BDNF,

NGFR, etc.), porém com pouca sobreposicdo entre eles em diferentes estudos.
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Assim, nao foi possivel identificar uma tendéncia geral de metilacdo para nenhum
daqueles genes. Mesmo para o DRD4 e DAT1, os genes mais avaliados ao longo
dos trabalhos, ndo € possivel fazer uma afirmacao sobre a tendéncia de metilacao
em casos com relagéo a controles, uma vez que os achados foram conflitantes ou
as posicoes génicas averiguadas diferiram entre os estudos. Considerando que o
altimo trabalho com essa metodologia foi publicado em 2017 e que ha uma absoluta
mudanca no sentido de avaliacdes em nivel mais amplo (genémico e global), esses
achados provavelmente permanecerdao sem replicacado até serem verificados por
sequenciamento completo.

No sentido dessa troca sistematica das metodologias gene-especifico pelas
de abrangéncia gendmica, de 2016 até 2020 nove estudos sobre sintomas e
diagnostico do TDAH foram conduzidos por EWAS, sendo que cinco desses
trabalhos sdo do ano de 2020 (Tabela 3). Considerando a etiologia multifatorial do
transtorno, essa mudanca representa um grande passo em direcdo a uma
compreensao mais ampla dessa condi¢ao. O primeiro estudo a utilizar EWAS no
TDAH foi conduzido a partir do DNA de saliva de meninos e apontou para
hipometilacdo do gene VIPR2 (Wilmot et al., 2016). Alguns trabalhos posteriores
incluiram em suas andlises uma tentativa de replicar essa associacao. Assim, em
um estudo avaliando diferencas de metilagcdo entre gémeos discordantes quanto
ao diagndstico de TDAH, probes nesse gene foram hipermetiladas em 3 dos 14
irmaos discordantes (Chen et al.,, 2018). Em outro estudo, diferencas foram
verificadas em uma subamostra composta apenas por meninos (Mooney et al.,
2020). Essa subamostra apresentava grande sobreposicdo com a amostra de
Wilmot et al. (2016), mas a hipometilacdo nesse gene se manteve apos retirar os
individuos coincidentes. De qualquer forma, esse achado destaca o efeito que o
sexo tem sobre alteragbes epigenéticas.

Estudos prospectivos também foram realizados. Diferengas de metilagdo em
13 probes (anotadas nos genes SKI, EPX, ST3GAL3, PEX2, PBXWS5, ELF3,
ZNFA454 e ZNF544), acessadas em sangue de corddo umbilical no nascimento,
foram capazes de predizer trajetéria de alto risco ao TDAH aos 7-15 anos de idade
(Walton et al. 2017). Uma meta-andlise que abrangeu diversas coortes identificou
gue hipometilacdo em 9 sitios CpG de DNA de cordao umbilical (CREB, ZBTB38,
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PPIL1, TRERF1, ERC2 e intergénicos) foram associados com mais sintomas em
idade escolar, enquanto nenhuma diferenca na metilacdo de DNA obtido em
sangue periférico no momento da analise se associou com TDAH (Neumann et al.,
2020). Esse ultimo trabalho ndo replicou os achados de Walton et al. (2017),
tampouco de Wilmot et al. (2016). Isso nos indica que desregulacdes epigenéticas
precoces podem ter efeitos a longo prazo, além de que essas alteracdes podem
diferir entre as populacgdes.

Um achado interessante foi observado no estudo de Goodman et al. (2020).
Mesmo ndo encontrando nenhuma associacdo significativa apés as correcdes
necessarias em funcdo das multiplas testagens, eles verificaram que mais sitios
CpG variaram os niveis de metilacao no subgrupo de pacientes com mais sintomas
versus controles (299 sitios) do que a amostra total de pacientes versus controles
(188). Essa € uma estratégia interessante, pois tenta reduzir um pouco a
heterogeneidade clinica ao criar um subgrupo mais semelhante. Infelizmente esse
foi um trabalho com tamanho amostral muito pequeno (N da amostra de TDAH total
= 22), 0 que reduziu de forma brutal o poder de encontrar CpGs diferencialmente
metilados.

Dados clinicos, obtidos em estudos longitudinais, tém demonstrado que
sintomas de hiperatividade e impulsividade tendem a diminuir da infancia
a adolescéncia, enquanto os de desatencdo sdo mais estaveis (Lahey & Willcutt,
2010). Essa alteracgéo relacionada a idade foi sugerida como sendo devida a fatores
epigenéticos alterando a expresséo de genes envolvidos na manifestacao desses
sintomas (Elia et al., 2012). Além disso, ainda ha uma discussao em aberto sobre
se o TDAH manifestado na infancia e na vida adulta se tratam de uma mesma
condicdo (Breda et al., 2020; Karam et al., 2015; Moffitt et al., 2015). Essas
informacdes evidenciam a importancia de que estudos sejam realizados nos
diferentes momentos do curso da vida. Porém notamos uma grande caréncia de
trabalhos em amostras de adultos (Rovira et al., 2020). Meijer et al. (2020)
avaliaram se alguma alteracédo na metilagdo se relacionava com a persisténcia ou
remissdo do transtorno e encontraram que hipermetilagdo em regibes
diferencialmente metiladas em APOB e LPAR5 foram associadas com a

persisténcia do TDAH. Outro EWAS com amostras de adultos acessou, na verdade,
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sintomas de TDAH em trés coortes populacionais (van Dongen et al., 2019). Na
meta-analise dessas amostras, verificaram-se associacdes nominais entre
sintomatologia de TDAH e metilacao diferencial nos genes OPA1 e AGAP1. Quanto
a amostras clinicas, Rovira et al. (2020) reportou hipermetilagdo no sitio CpG
anterior ao gene PCNXL3 em pacientes. Porém essa associa¢ao foi no sentido
contrario quando se consideraram pacientes expostos a abuso sexual em
comparacao aos ndo expostos. Isso reforca que os niveis de metilagdo do DNA
podem interagir com outros fatores.

E interessante notar que apesar de nenhum trabalho ter avaliado de fato os
niveis de metilacdo global no TDAH, dois trabalhos utilizaram a média dos valores
beta da metilacdo de todos os sitios inclusos no array, como um marcador de
metilacdo global. Enquanto Mooney et al. (2020) ndo detectaram diferenca entre
essa média entre casos e controles, Meijer et al. (2020) observaram uma sutil
diferenca “global” com o grupo de TDAH persistente apresentando niveis de
metilacdo maiores do que o grupo de remitentes. Essas duas tentativas vao no
sentido de tentar entender o papel mais abrangente das marcas epigenéticas,
porém o0s chips apresentam uma representatividade gendmica muito baixa e
enviesada para regides codificantes. Inclusive, um dos principais alvos de metilacéo
do DNA, os retrotransposons, ndo sédo acessados por arrays (Yoder et al., 1997).

Temos, entdo, que mesmo com alguns esforgcos no sentido de compreender
melhor o papel de fatores epigenéticos no TDAH, fatores como idade, sexo,
exposicoes prévias e provavelmente comorbidades podem influenciar nas
associacfes encontradas. Considerando esse panorama altamente complexo, ha
absoluta falta de conhecimento sobre a metilacdo global, justamente uma medida
que pode auxiliar a entender o efeito do exposoma sobre o perfil genético dos
individuos. A presente Tese foi desenvolvida no sentido de comecar a preencher
essa lacuna.

Tabela 3: Estudos de alcance epigenémico conduzidos com relacdo ao TDAH até
30 de dezembro de 2020.

Autor Dados sobre a | Tecido; Chip | Principais achados Achados secundarios
amostra utilizado
° Wilmot Criangas (7-12 anos), Saliva; 450K Etapa de priorizagao: Etapa de enriquecimento
etal, somente meninos. selecionou genes com de vias: separou sets com >
2016 Amostra geradora de multiplas probes de 50% dos genes
hipétese (46 casos e hipometilados e outro com
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46 controles pareados
por idade). Amostra de
confirmagéo (10 vs.
10).

nominalmente significativas
=VIPR2 e MYTIL.

Etapa de confirmacéo:
|VIPR2 na amostra de
TDAH.

>50% dos genes
hipermetilados na amostra de
TDAH.

GO Biological Process:

Set hipometilado =
atividade antioxidante.

Top dois sets hipermetilados:
envolveram a atividade de
receptores nicotinicos,

processos inflamatérios e de
modulacéo da
neurotransmisséo
monoaminérgica e
colinérgica.

ConsensusPathDB:

Hipometilados = todos
relacionadas a processos
inflamatorios. Homocisteina,
cisteina, glutationa, oxidagao
de acidos graxos.

Hipermetiladas = degradacao
da glutamina e sinalizagao
via proteina G.

° Walton
etal.,
2017

Estudo prospectivo de
trajetéria de sintomas
(7-15 anos).

Nascimento = 817
(49% meninos)

7 anos = 892 (50%
meninos)

Sobreposicao = 783

Nascimento =
sangue de
cordao umbilical,
7 anos = sangue
periférico; 450k

13 probes no nascimento
foram diferencialmente
metiladas quanto a
trajetoria de TDAH apds
FDR:

High trajectory =

1SKI —relacionado a
supresséo do fator de
crescimento beta e ao
desenvolvimento do tubo
neural.

|EPX — da familia
peroxidase.

|ST3GAL3 — previamente
associado a retardo
mental.

TPEX2 — proteina da
membrana peroxissomal
(envolvida na formagéo de
mielina e metabolismo de
acidos graxos).

TPBXWS5 — sinalizacéo de
interleucina-1B.

1ELF3 — desenvolvimento
pré-implantacional.

1ZNF454 — regulagdo da
transcrigdo; previamente
associado com TDAH.

Andlises de vias dos genes
que foram associados = Via
mais enriquecida foi
associada a processos
peroxissomais (relacionados
a oxidagédo de acidos graxos).
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1ZNF544 —regulacdo da
transcrigdo; previamente
associado com TDAH.

°Chen et | 14 pares de gémeos Sangue; 450K Lista de 453 probes com Tentando verificar
al., 2018 monozigéticos maiores diferencas entre associagdes prévias =
discordantes para 0s irmaos. Sem muito
TDAH (12 pares detalhamento no artigo 1 VIPR2 em 3 gémeos
homens); idade média sobre a diferenca de afetados
=9,7(+/- 1,9) metilagéo entre os gémeos,
pois a abordagem principal
tentou associar diferencas
de metilacdo de sets com
achados de neuroimagem.
*Van Usou 3 coortes de Sangue; 450K Probes diferencialmente Das DMRs, 92% foram
Dongen adultos (amostra metiladas: associados com mQTLs.
etal, populacional) para
2019 verificar associag3o 1(1cg26197679 no Nenhuma DMR se sobrepds
entre sintomas de cromossomo 8 — regiao entre os estudos.
TDAH e metilagio do intergénica) no estudo da
DNA. coorte de Dunedin (Nova
Zelandia).
Netherlands Twin
Register (NTR): 2 nominais na meta-analise
N = 2258, média de
idade = 37 anos. |OPAL - relagdo negativa
com sintomas de TDAH.
Dunedin
Multidisciplinary Health TAGAP1 - relagéo positiva
and Development com sintomas de TDAH.
Study:
N = 800, média de o . .
idade = 38 anos. Regides diferencialmente
metiladas:
Environmental Risk
Lonaitudinal Twin NTR = 6. Genes mapeados
Study (E-Risk): na janela dessas regides
(ACY3, AIF1, B3GALT4,
N = 1631, média de COL7A11)
idade = 18 anos. .
Dunedin = 19. Genes
Meta-analise: N = 4689 mapeados na janela
dessas regides (TNXB,
LRRC14B, INSL3,
C200rf54, PPP1R2P1,
CYP1A1, PDCL2, HCCA2,
LOC402778, LOC402778,
SORBS2, SEMA4B,
AMZ1, ANK1, IFLTD1,
BDKRB2, MYOM2).
E-Risk =0
Meta-anélise = 0
° Mooney | TDAH = 391; controles | Saliva; EPIC Nenhuma probe foi 1) Por intermédio dos valores
etal., =213.De 7 al3anos. | array. diferencialmente metilada beta testaram uma medida de
2020 de forma significativa, mas metilacédo “global”’, mas nédo

7 sugestivas:

1cg17478313 — promotor
SLC7A8

1¢g21609804 — 3'UTR do
MARK?2, PDLIM5, VPS28,

encontraram diferenga
significativa.

2) PRS

1cg15472673 (ilha CpG
promotor bivariado entre
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ZNF28, ZNF706 e
FAMS59A.

GART e SON) associado
com tPRS (p = 6,71E-8).

Outras 12 foram nominais (p
< 1.0e-5 com tPRS):

1cg05348870 — TNFSF14
1cg03391479 — ARSJ
1cg03838680 — intergénico
1cg00428296 - PGBD5
1cg17233422 - LRIG1
1cg13011002 - PLB1
1cg04453792 - USP31
1cg12237140 — KPTN

1cg16536664 - DNAJB11,
TBCCD1

1cg11425280 - CHST11
1cg26223996 - CLK3
1cg25332391 — DROSHA

3)Em funcéo de achado
anterior do mesmo grupo
(sobreposicao de 73
individuos entre as amostras)
em meninos (Wilmot et al.
2016) também testaram
interacdo sexo-diagnéstico
com as probes dos genes
VIPR2 e MYTLL (239
probes):

Meninos = |VIPR2 no grupo
de TDAH (cg26975193 e
€g20998127)

Meninas = 1 VIPR2 no grupo
de TDAH (cg26975193).

Efeito permaneceu ao retirar
amostra sobreposta entre os
estudos.

Para MYT1L néo foi
significativo, mas tendéncia
de |cg02870147.

*Meijer et
al., 2020

TDAH persistente N =
35

TDAH remitente N = 19

Controles = 19

Sangue; EPIC
array.

DMP

N&o detectou diferencas
significativas em sitios CpG
individuais com a
persisténcia do TDAH

7 sugestivos entre casos
VS. controles:

1cg19190762 — SMIM2-
AS1 (5'UTR)

Sem diferenca “global”’
(proporcdo média) na
metilag@o entre TDAH
persistente e controles.

Remitentes (média =
0,615(0,004)) vs.
Persistentes (média =
0,616(0,0009) p = 0.00115).
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1cg02448002 — JAK2
(intergénico)

1cg18005896 — SMOC2
(intron 6)

1cg10136166 — BREA2
(TSS1500)

1cg10811195 — ANLN
(intron 1)

1919992207 — ACOXL
(TSS1500)

1cg24142353 — AGMO
(intron 12)

5 sugestivos persistentes
vs. remitentes:

1cg03350299 — APOB
(TSS200)

1cg03438637 — NCKAP5
(intron 2)

1cg24309555 — APOB
(TSS200)

1cg01033642 — RP11-
525K10.1 (n&o codificante)

1cg16723488 - APOB
(TSS200)

DMR

tAPOB e LPARS
(envolvidos na sinalizagao
do colesterol) associados
com persisténcia vs.
remissédo do TDAH

|PPT2 em TDAH
persistente vs. controles

*Rovira et
al., 2020

TDAH =103

Controles = 100,
pareados para sexo e
etnia

Sangue; EPIC
array.

DMP

1Cg07143296 — 77 pares
de base upstream do gene
PCNXL3 — gene
relacionado a doengas
autoimunes

DMR

DENND2D - relacionado a
cancer e fungdo pulmonar

PWWP2B - neuroticismo e
regulacéo da dinamica de
acetilacao de histonas

LOC102724265 /
AK094674

PRS de TDAH foi
significativamente maior em
casos.

Apos adicionar o PRS como
covariavel ao modelo
ajustado para o EWAS o sitio
cg07143296 e 3 regides
gendmicas permaneceram
significativas.
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UBASH3A - regulagéo da
sinalizacdo imunoldgica

° Meta-andlise com Nascimento = Metilacdo no nascimento: Estresse pré-natal foi
Neumann | amostra do sangue de 9 sitios predisseram associado com mais
etal, cord&@o umbilical; | sintomas de TDAH sintomas de TDAH, mas ndo
2020 Pregnancy And idade escolar = posteriormente. se associou com nenhum

Childhood Epigenetics | sangue; 450K sitio CpG individual.

(PACE) Consorcio. Tentaram, mas n&o

Verificou associagao 1€g25520701 - CREB5 ggﬂzzgglzjaémv\;i\ﬁg%a;toasl,

de metilagdo em DNA . 2017.

de corddo umbilical no 1€g24838839 - Intergénico

nascimento com - Tentaram replicar os achados

sintomas de TDAH 10922997238 - Intergénico |\ viimot etpal. 2016, mas

acessados dos 4 a0s 1cg21600027 - Intergénico | Nenhum achado alcangou

15 anos em N = 2477 significancia.

criangas de 5 coortes 1cg17876201 - ZBTB38

(ALSPAC, GENR,

INMA, NEST black, 1cg11251614 - PPIL1

NEST White, PREDO)

e metilagdo do DNA na 1€909762907 - TRERF1

idade escolar com -

sintomas de TDAH (7 1cg09158638 - Intergénico

aos 11 anos) em N =

2374 criancas de 9 16901271805 - ERC2

coortes (ALSPAC,

GENR, GLAKU, HELIX

European, HELIX Idade escolar; nenhum sitio

Pakistani). foi associado com TDAH.
° TDAH =22 (7-17 anos) | Saliva; 450K Nenhum sitio foi Considerando o subgrupo
Goodman | —56% meninas significativamente com mais sintomas (=6
etal, associado com TDAH ou SWAN) e critério nominal de
2020 OCD =59 TOC apés corregdes para | p<0,05: 299 sitios associados

Controles = 54 (4-19
anos) — 27% meninas

multiplas testes. Pelo
critério nominal de p< 0,05,
188 sitios CpG foram
associados com TDAH.

Sem sobreposi¢do com
achados prévios.

com TDAH.

Sem sobreposi¢ao com
achados prévios.

° Estudo conduzido com criangas, * estudo conduzido em adultos. DMR - regifes diferencialmente metiladas. 450K - Infinium
HumanMethylation450 BeadChip; | hipometilado em casos; 1 hipermetilado em casos. TSS1500 = dentro de 1500 pares de
base do inicio do sitio de transcrigdo. TSS200 = dentro de 200 pares de base do inicio do sitio de transcri¢éo.
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Capitulo II

Justificativa e Objetivos
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2.1. Justificativa

Os transtornos psiquiatricos, em conjunto, figuram entre as principais causas
de incapacidade em todo o mundo. Dentro desse escopo, o TDAH é um dos
transtornos mais comuns tanto em criangas quanto em adultos. Além dos sintomas
caracteristicos da propria condicdo, o TDAH esta relacionado com uma maior
predisposicao a comportamentos e outras condi¢cdes psiquiatricas que levam a uma
ampla gama de prejuizos em diversas areas da vida do proprio individuo, de seus

familiares e da sociedade como um todo.

O TDAH é um transtorno de etiologia multifatorial, sendo manifestado em
funcdo da influéncia de diversos fatores genéticos, ambientais e das inUmeras
interacbes entre tais componentes. Apesar de sua alta herdabilidade, o
entendimento do papel de variantes genéticas especificas envolvidas no TDAH
ainda permanece um desafio, visto a grande heterogeneidade clinica e provavel
envolvimento de diferentes mecanismos neurobiolégicos. Quanto a contribuicdo
ambiental, existem diversas exposi¢cdes que se mostraram associadas, mas o0
tamanho de efeito de componentes individuais € baixo.

Sendo assim, o estudo de mecanismos que sao capazes de atuar na interface
dos diferentes componentes envolvidos na etiologia dos transtornos € de particular
importancia. De fato, o nimero de estudos abordando componentes epigenéticos,
e de maneira especial os que avaliam a metilagcdo do DNA, tem aumentado. Porém,
poucos trabalhos epigenéticos levaram em consideracdo o TDAH em amostras de
adultos. Ainda, apenas um EWAS, conduzido em amostras de criancas, e um
avaliando a persisténcia do TDAH, tentaram avaliar a metilagdo do DNA como uma
medida global. Eles n&o identificaram diferenca significativa entre casos e controles
por essa medida “global’, mas o array utilizado em ambos os trabalhos
compreendia apenas cerca de 3% de todos os sitios CpG do genoma humano.

Dessa forma, é necessario que se preencha essa lacuna de conhecimento
acerca dos niveis de metilacgdo no TDAH de adultos, particularmente de uma
maneira global (a medida mais viavel de se aproximar do resultado final de
interacdes entre os fatores ambientais (exposoma) e os genéticos (genoma)). A

técnica de quantificacdo de 5-mC por HPLC foi a escolhida por ser considerado o
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padrdo ouro nesse intento e ndo haver nenhum trabalho nesse sentido quanto ao
TDAH.
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2.2. Objetivos

2.2.1. Objetivo geral

Estudar a influéncia dos niveis de metilacdo global em pacientes adultos com
TDAH levando em consideracgdo a heterogeneidade fenotipica do transtorno a partir

da avaliacdo de comorbidades associadas.

2.2.2. Objetivos especificos

- Compilar as evidéncias disponiveis na literatura acerca do provavel
envolvimento dos niveis de metilacdo global sobre a modulacdo neuroenddcrina
em transtornos psiquiatricos (Capitulo III);

- Avaliar os niveis de metilagédo global (%5-mC) em pacientes com TDAH e
controles, considerando também que os efeitos advindos de uma maior ou menor
metilacdo possam ajudar a explicar diferentes manifestacdes comorbidas e suas
diferentes prevaléncias de acordo com o sexo (Capitulo 1V);

- Investigar possiveis efeitos gendbmicos sobre variagbes nos niveis de
metilacdo global por intermédio da criagdo de escores de risco poligénico
calculados a partir de GWAS de TDAH e de suas comorbidades (Capitulo 1V).
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Capitulo III

The neuroendocrine modulation of global DNA methylation in

neuropsychiatric disorders - Molecular Psychiatry 26, 66-69 (2021)
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Capitulo IV

Manuscrito em preparacao a ser submetido na revista Progress in
Neuro-Psychopharmacology and Biological Psychiatry. IF: 4.361.

Global DNA methylation changes in adults with ADHD and its

comorbidity with bipolar disorder
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Capitulo V

Discussao Geral
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Como foi apresentado ao longo da Tese, o TDAH apresenta uma base
biolégica multifatorial, sofrendo influéncia de diversos fatores genéticos e
ambientais, o que implica em uma grande heterogeneidade clinica (Luo et al.,
2019). Tal condi¢éo € observada em todos os continentes com uma frequéncia alta
e semelhante (Polanczyk and Rohde, 2007). Também € interessante o fato de que
existam relatos de pelo menos desde a Grécia antiga que descrevem
caracteristicas fenotipicas condizentes com os sintomas atualmente usados no
diagndstico de TDAH (Victor et al., 2018). Tais relatos nos permitem supor o quanto
esta caracteristica ja devia ser comum, além de impactar a sociedade a ponto de
ser descrita ha sociedade grega.

Mesmo havendo relatos histéricos acerca dessa condicdo, de sua alta
prevaléncia na populagdo e de apontamentos neurobiolégicos relacionados ao
transtorno, o TDAH €& comumente motivo de discussdo sobre sua existéncia na
literatura ndo especializada. Isso cria um potencial estigma, e por consequéncia
sofrimento adicional desnecessario, sobre os individuos por ele acometidos, os
quais por vezes ainda séo taxados como preguicosos, desinteressados,
desleixados, entre outros termos de conotagcdo negativa. Apenas um aumento no
conhecimento quanto a biologia envolvida nesse tipo de condicéo permitiria reduzir
o sofrimento relacionado ao transtorno e suas consequéncias, além de viabilizar
tratamentos psicolégicos e farmacologicos mais efetivos com relacdo a cada
quadro do seu espectro. Dessa forma, também seria possivel reduzir o impacto
econdbmico que o TDAH (custos médicos, educacionais e no sistema de justica)
representa na economia de diferentes paises (Chhibber et al., 2021).

Houve muitos esforcos no sentido de verificar quais fatores ambientais
poderiam modificar o risco de manifestar o TDAH, porém pouca replicabilidade vem
sendo observada entre os estudos (Kim et al., 2020). Quanto a pesquisa da
arquitetura genética do TDAH, seguiu-se 0s mesmos passos que as demais
condicdes psiquiatricas ao longo do tempo conforme a disponibilizacéo de técnicas
para cada tipo de analise: estudos de ligacdo, gene-candidato e GWAS. O GWAS
de Demontis e colaboradores foi um marco na genética do TDAH, pois foi o primeiro
a apontar SNPs associados ao transtorno, além de estimar a herdabilidade

molecular do transtorno em cerca de 20% (Demontis et al., 2019). Esse dado é
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muito importante, pois evidenciou que somente uma parcela limitada da
herdabilidade total ja péde ser explicada por polimorfismos do tipo SNP, o que da
forga a linhas de pesquisa que se dediquem ao entendimento de outras relagdes,
entre elas as de intersec¢gdo genoma-exposoma.

Uma forma de avaliar tal interacdo € por intermédio do estudo de marcas
epigenéticas, e estas tém ganho cada vez mais destaque em diferentes areas,
incluindo na genética psiquiatrica. Dentre as marcas epigenéticas a metilacdo do
DNA é certamente a mais pesquisada, sendo um mecanismo ao mesmo tempo
estavel e dindmico. Essa caracteristica permite que haja reatividade ao meio e que
a metilacdo do DNA funcione como um “interruptor molecular’. Resta, porém,
entender melhor as causas e consequéncias dessa dinamica para que possamos
avancar na “desativagao” de perfis epigenéticos associados ao desenvolvimento de
quadros patolégicos. Nesse sentido, é intuitivo trabalhar com efeitos relacionados
a alteracdes na metilacdo de algumas poucas regides de alguns genes. No entanto,
sabe-se muito pouco sobre como regular a metilacdo de alvos especificos. Some-
se a isso o fato ja conhecido de que desfechos multifatoriais ndo séo explicados
por alteracbes em uma rota exclusiva e teremos um vislumbre do quanto de
entendimento podemos estar perdendo ao ndo avaliar mecanismos mais gerais,
com efeitos globais. O artigo de perspectivas (capitulo Ill) apresentado foi nesse
sentido.

Em tal trabalho, apontamos para alteracdes no perfil de metilagao global do
DNA (GMe) que parecem ocorrer em resposta tanto ao ambiente interno
(hormébnios sexuais) quanto ao externo (hormonios de resposta ao estresse) (Muller
et al. 2020). A relacdo proposta no artigo do Capitulo Il € de que niveis aumentados
de cortisol de alguma maneira, ainda ndo determinada, se relacione com menores
niveis de GMe. Além disso, tanto os niveis de cortisol quanto de GMe ocorrem em
padrdes diferentes com relacdo ao sexo dos individuos. O horménio testosterona,
o qual é secretado muito precocemente durante o desenvolvimento, € capaz de
influenciar em tais mudancas muito antes da adolescéncia, no sentido de uma
metilacdo maior em homens. AlteragBes adicionais nos niveis de metilacdo séo

também observaveis ao longo da vida, com outros horménios sexuais e exposicoes
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também interferindo na manifestagéo final do transtorno por intermédio destes dois
possiveis marcadores.

Além das evidéncias relacionadas diretamente ao sexo do individuo,
sabemos que alguns transtornos sdo mais prevalentes em mulheres do que em
homens. Interessantemente, os chamados transtornos internalizantes (cujos efeitos
sdo mais perceptiveis no ambito do préprio individuo), os quais sdo mais
frequentemente observados em mulheres, apresentam uma tendéncia de niveis de
cortisol menores, e GMe maiores, padrdo semelhante ao observado para 0 sexo
feminino de maneira geral. Estes mesmos parametros em transtornos
externalizantes (com manifestacdo mais perceptivel no ambiente externo ao do
proprio individuo) os quais sdo mais frequentemente relacionados a homens, foram
hipotetizados como tendo o sentido inverso em homens, porém € necessario que
avaliacbes considerando tanto cortisol quanto GMe sejam feitas
concomitantemente para confirmar esta hipotese.

Apesar de dois trabalhos prévios terem usado média de valores beta obtidos
por EWAS como proxies de GMe no TDAH (caso-controle: Mooney et al., 2020;
persisténcia: Meijer et al., 2020), no capitulo Capitulo IV trouxemos o primeiro
estudo a verificar niveis de 5-mC total nesta condicdo, onde individuos com TDAH
apresentaram menores niveis de metilacdo em relacdo aos controles. Tal achado
divergiu da auséncia de diferenca global relatada por EWAS em um estudo com
TDAH em criancas (Mooney et al., 2020). Isso pode apontar para uma prevaléncia
de alteracbes de metilacdo nos sitios ndo marcados por EWAS. Em apoio a essa
hipétese, um trabalho verificou que o tratamento com metilfenidato, droga muito
usada no tratamento do TDAH (Banaschewski et al., 2010), reduziu a atividade do
retrovirus endogeno humanos (HERVS) no paciente com TDAH avaliado (D’Agati
et al., 2016). Posteriormente, outro trabalho reforgcou tal achado, sendo que
pacientes submetidos a terapia com metilfenidato apresentaram uma rapida
reducao na atividade de HERVs e uma melhora concomitante dos sintomas clinicos
do transtorno (Cipriani et al., 2018). A principal forma de regular a atividade de
HERVs é por intermédio de mecanismos epigenéticos (Dewannieux and Heidmann,
2013; Schulz et al., 2006), logo a hipometilacdo observada em individuos com

TDAH seria um potencial ativador destes. Uma vez que HERVs representam cerca
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de 8% do genoma humano (IHGC, 2004) e ndo sdo avaliados em EWAS, a falta de
sobreposicao entre os achados pela medida global e pelos proxies desta medida é
possivel. Evidentemente que outras diferencas entre os estudos também podem ter
influenciado na diferenga entre os achados como idade das amostras, tecido fonte
do DNA analisado, exposoma diferente entre as populacdes, entre outros.

Nosso trabalho corroborou achados prévios de menor metilacdo em
mulheres do que em homens (Fuke et al., 2004; Bromberg et al., 2008; Singmann
et al., 2015; Suderman et al., 2017). Nesse sentido, achados recentes destacaram
gue o0 uso de contracepcdo hormonal estd associado com aumento no risco de
manifestacdo TDAH na prole (Hemmingsen et al., 2020). Tal risco provavelmente
esta relacionado a uma reducédo nos niveis de metilacao influenciados pelo uso de
hormdnios, uma vez que maiores niveis de estrogénio ja foram relacionados com
diminuicdo de GMe tanto em humanos (Ulrich et al., 2012) quanto em modelo
animal (Kovalchuk et al., 2007). Porém, mais dados sé&o necessarios para confirmar
essa suposicao ou verificar agentes capazes de alterar essas relacbes, uma vez
que achados divergentes também estdo disponiveis na literatura (Boyne et al.,
2017; lwasaki et al., 2012).

Além da avaliacdo de 5-mC, outras abordagens emergentes também se
amparam em uma leitura mais geral do perfil epigenético nos transtornos
psiquiatricos. Como ja citado na Tese, aqui podemos citar a perspectiva de
avaliacdo de idade epigenética por intermédio de marcadores de metilacdo em
sitios CpG que foram demonstrados como preditores de idade biolégica (DNAmM
age). O artigo que lancou as origens desse tipo de avaliacdo também destacou que
o relégio epigenético deve representar alteracbes em poderosos processos
bioldgicos (Horvath, 2013). Assim, o descompasso entre a idade biolégica e a
epigenética ja foi observado em condigBes como BD, com concomitante aceleragéo
da idade epigenética e redugdo do volume hipocampal (Fries et al., 2020).
Interessantemente, outro estudo ja havia demonstrado que niveis aumentados de
cortisol (relacionados ao estresse) em meninas adolescentes era também
associado tanto com aceleracdo da idade epigenética quanto reducéo do volume
da mesma regido cerebral (Davis et al., 2017). De maneira geral, os achados

envolvendo idade epigenética sdo compativeis com os dados de metilacdo global

92



relacionados ao efeito do estresse, visto que uma maior idade epigenética esta
associada a hipometilacdo global (embora com promotores geralmente
hipermetilados) (Bell et al., 2019). Embora ainda seja necessério verificar o
paralelismo entre GMe e relégio epigenético, evidéncias como as ja demonstradas
associacfes entre niveis aumentados de estresse e menor GMe (Mduller et al.,
2020), e entre aceleracdo da idade epigenética em meninas com altos niveis de
cortisol (Davis et al., 2017), nos leva a especular que exista uma relagao entre
ambos. Inclusive, essa avaliacdo em especifico nos permitiria afirmar qual
marcador (GMe ou idade epigenética) é o melhor representante de alteracbes
bioldgicas pervasivas, ou, se sdo, no minimo semelhantes.

Ainda, verificamos que a presenca de comorbidade com BD alterou a
tendéncia de GMe observada em pacientes com TDAH sem BD. A hipermetilacéo
observada nesse subconjunto de pacientes € um quadro complexo. Por um lado, a
literatura apresenta uma tendéncia de hipometilacdo pelos proxies de GMe obtidos
em sangue (Backlund et al., 2015; Huzayyin et al., 2014; Li et al., 2018), e em
amostras submetidas a monoterapia com litio. No outro, os proxies de GMe obtidos
a partir de tecido cerebral (Rao et al., 2012) e em terapia combinada (que refletem
um quadro mais variavel e grave do transtorno) demonstraram hipermetilacédo
(Backlund et al., 2015). Assim, sugerimos que o perfil de hipermetilacdo encontrado
em pacientes com TDAH e BP comorbido representem um quadro clinico mais
grave que seja capaz de “apagar’ o componente internalizante do TDAH.

Por altimo, considerando a influéncia genética sobre os transtornos em si e
sobre os niveis de metilacdo, analisamos se os PRS de TDAH e de BD
influenciavam nos niveis de GMe. Interessantemente, o PRS de TDAH sO se
mostrou associado com GMe apds controlar para BD. Também verificamos que os
pacientes com TDAH com alto PRS para BD tinham também os maiores niveis de
metilacdo. Uma vez que esses achados refletram os achados clinicos, sera
importante verificar como (em nivel mecanistico) o BD é capaz de alterar o sentido
da associagcao em pacientes com TDAH. Vale destacar que, assim como GMe, as
analises envolvendo PRSs representam uma medida gendmica global. Assim,
buscamos aqui conciliar medidas globais envolvendo genémica e epigendmica

psiquiatrica. Com base nos dados apresentados na Tese podemos antever uma
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importante expansdo dessas abordagens em trabalhos futuros. Além disso, a
utilizacao integrada de marcadores genémicos e epigendmicos deve melhorar o
nivel de predicdo que esses marcadores, de forma individual, proporcionam em
atividades preventivas e terapéuticas.

As hipoteses, e consequentes achados, trazidos pela presente Tese
permitiram conectar sistemas que até entdo haviam sido pouco relacionados.
Apesar de se saber que a etiologia da maioria dos transtornos psiquiatricos é
multifatorial, houve uma preferéncia histérica em se avaliar genes e fatores
ambientais em especifico. E possivel afirmar que a abordagem baseada em GMe
tem sido subestimada, considerando a relevancia das informacdes disponibilizadas
e 0 seu baixo custo. Uma limitacdo evidente do trabalho foi a falta de especificidade,
porém, havendo a deteccdo de padrbes robustos pela abordagem utilizada, em
conjunto com outros marcadores que parecem ser relacionados a esta medida, ela
parece estar mais proxima da aplicacéo clinica do que técnicas mais difundidas.

Uma vez que h& muita sobreposicdo genética entre os transtornos (The
Brain Storm Consortium, 2018) e evidéncia de que ha padrées de GMe comuns
entre certas condicdes, a avaliacdo de GMe talvez possa auxiliar na busca de
trajetérias fisiopatoldgicas comuns em seus correlatos genéticos e epigenéticos.
Dessa forma, concluimos que além de um fascinante conjunto de resultados
inéditos, também levantamos uma série de perguntas que poderao ser respondidas
em um esforgo coletivo da comunidade cientifica a partir de estudos adicionais e

complementares.
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Anexo | - Critérios diagnoésticos 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. Desatencao: 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 instrugdes. Para adolescentes mais
velhos e adultos (17 anos ou mais), pelo menos cinco sintomas Sao necessarios.

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

c. Frequentemente parece ndo 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 instrugdes até o fim e ndo consegue terminar trabalhos
escolares, tarefas ou deveres no local de trabalho (p. ex., comeca 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 licdes de casa; para adolescentes
mais velhos e adultos, preparo de relatorios, preenchimento de formulérios, revisdo de
trabalhos longos).

g. Frequentemente perde coisas necessarias para tarefas ou atividades (p. ex., materiais
escolares, lapis, livros, instrumentos, carteiras, chaves, documentos, 6culos, celular).

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

i. Com frequéncia é esquecido em relacédo a atividades cotidianas (p. ex., realizar tarefas,
obrigag0es; para adolescentes mais velhos e adultos, retornar ligagdes, pagar contas, manter
horéarios agendados).

2. Hiperatividade e impulsividade: 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 instrucfes. Para adolescentes mais
velhos e adultos (17 anos ou mais), pelo menos cinco sintomas Sdo necessarios.

a. Frequentemente remexe ou batuca as méos ou 0s pes Ou se contorce na cadeira.
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b. Frequentemente levanta da cadeira em situagcGes 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 situacOes que exijam que se permanega em um mesmo lugar).

c. Frequentemente corre ou sobe nas coisas em situacfes em que isso é inapropriado.
(Nota: Em adolescentes ou adultos, pode se limitar a sensagdes 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
0 que outros estdo 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 psicotico e ndo sdo mais bem explicados por outro transtorno mental (p. ex.,
transtorno do humor, transtorno de ansiedade, transtorno dissociativo, transtorno da
personalidade, intoxicagao ou abstinéncia de substancia).
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Abstract

Formaldehyde (FA) is a carcinogenic aldehyde illegally added to creams as a hair straightening agent for the Brazilian blowout
(BB). This study aimed to investigate the possible effects of occupational exposure to FA on global DNA methylation in salon
workers with different exposure levels. FA exposure was monitored using environmental and biological measurements. The
study included 49 salon workers divided by FA levels in the workplace into group A (FA <0.01 ppm; n = 8), group B (0.03 ppm
<FA <0.06 ppm: n=15), and group C (0.08 ppm < FA <0.24 ppm; n =26). The global DNA methylation levels were 3.12%,
4.55%, and 4.29% for groups A, B, and C, respectively, with statistically higher values for groups B and C compared to group A
(p=0.002). A correlation was found between FA in passive samplers and global DNA methylation (1, =0.307, p =0.032).
Additionally, when only taking into account the hairdressers that performed the BB on clients instead of the whole group, a
stronger correlation was observed between FA in personal passive samplers and global DNA methylation (r, = 0.764, p = 0.006).
For the first time, an increase in DNA methylation was observed in subjects occupationally exposed to FA. In conclusion, our
results indicated that even low levels of FA exposure could cause a disturbance in DNA methylation, leading to epigenetic
changes, which is associated with cancer development. These data suggest a possible contribution of FA to cancer development
through occupational exposure.

Keywords Formaldehyde - Epigenetic - Global DNA methylation - Occupational exposure - Hair straightening - Brazilian
blowout - Formicacid

Introduction environment, but it can quickly undergo photo-oxidation

which explains its short half-life of 1 h (WHO 2010).

Formaldehyde (FA) is a volatile aldehyde which is colorless,
flammable, highly reactive, and has a pungent odor (IARC
2006; WHO 2010). This aldehyde is widely present in the
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Despite being considered carcinogenic by International
Agency for Research on Cancer (IARC 2006), FA is widely
added or used during the production of several products like
resins, adhesives, binders for plywood, plastics, synthetic fi-
bers, paints, insulation foams, disinfectants, preservatives in
paints, and fertilizers (Wieslander et al. 1997; Carmo and
Prado 1999; IARC 2006; NTP 2016).

In the cosmetic industry, FA may also be used as a preser-
vative or biocide agent (NTP 2016). Moreover, the aldehyde is
also used as an agent in creams for the Brazilian blowout, a
hair straightening procedure (Abraham et al. 2009). The use of
FA as a hair straightening agent is forbidden by Brazilian
National Agency for Sanitary Vigilance (ANVISA 2013).
However, several beauty salons still use illegal products or
add FA to their creams (Peteffi et al. 2016a). It is known that
FA can volatilize from the products in which it is added (IARC
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Anexo IV - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Pacientes)

Titulo do Projeto: Niveis de metilacdo global em pacientes diagnosticados com

transtorno de déficit de atencao/hiperatividade na vida adulta

(Grupo de pacientes que participardo da avaliacdo de niveis de metilacdo global)

Vocé esta sendo convidado a participar de uma pesquisa cujo objetivo é estudar
fatores genéticos, epigenéticos, clinicos, comportamentais e de estilo de vida entre
individuos com e sem Transtorno de Déficit de Atencao/Hiperatividade (TDAH). Esta
pesquisa esta sendo realizada pelo Servi¢o de Psiquiatria do Hospital de Clinicas de Porto
Alegre (HCPA). Esse estudo é justificado por possibilitar um maior entendimento dos
mecanismos bioldgicos envolvidos no TDAH, podendo resultar em melhores estratégias de

diagnéstico ou tratamento.

Se vocé aceitar participar dessa parte da pesquisa, 0s procedimentos envolvidos em
sua participagdo sdo os seguintes: Vocé respondera a uma entrevista avaliando sintomas
de TDAH e outros transtornos psiquiatricos comuns (trés entrevistas com duragdo média
de 1h), assim como a avaliacdo neuropsicolégica (com duragdo média de 1h). Vocé
passard por uma coleta de sangue para extragdo de DNA (10ml, equivalente a duas
colheres de chd) para avaliar genes e niveis de metilagdo global, os quais podem estar

relacionados ao diagndstico deste transtorno.

As entrevistas realizadas poderdo gerar desconfortos psicolégicos ou
constrangimento, entretanto a qualquer momento vocé podera desistir de participar. A
coleta de sangue é um procedimento comum, no entanto podem ocorrer pequenos

sangramentos ou hematoma (mancha roxa) no local na coleta.

A participacdo na pesquisa ndo trara beneficios diretos aos participantes, porém,
contribuird para o aumento do conhecimento sobre o assunto estudado, e poderé beneficiar

futuros pacientes.

Sua participagdo na pesquisa € totalmente voluntaria, ou seja, ndo é obrigatdria.
Caso vocé decida ndo participar, ou ainda, desistir de participar e retirar seu
consentimento, ndo havera nenhum prejuizo ao atendimento que vocé recebe ou possa vir
a receber na instituicdo. Gastos relacionados a participacdo no estudo (ex: transporte e

alimentacéo), se houverem, serdo ressarcidos.
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Caso ocorra alguma intercorréncia ou dano, resultante de sua participacdo na
pesquisa, vocé recebera todo o atendimento necessario, sem nenhum custo pessoal, e

indenizacéo.

O material biologico proveniente da coleta de sangue (DNA) sera depositado e
armazenado em um biorrepositério na UFRGS, com a finalidade de serem utilizados tanto
por este projeto, quanto por projetos futuros realizados pelo grupo de pesquisa. Vocé
poderd retirar a autorizacdo da utilizacdo e armazenamento desse material a qualquer

momento.

Os dados coletados durante a pesquisa serdo sempre tratados confidencialmente.
Os resultados serdo apresentados de forma conjunta, sem a identificacdo dos
participantes, ou seja, 0 seu nome néo aparecera na publicacdo dos resultados. Os dados
obtidos serdo depositados em um repositério digital de acesso controlado pelos

pesquisadores responsaveis, respeitando a anonimidade dos voluntarios.

Caso vocé tenha duvidas, podera entrar em contato com o pesquisador responsavel
Prof. Dr. Claiton Henrique Dotto Bau, pelo telefone 51-33086718, ou com o pesquisador
Prof. Dr. Eugenio Horacio Grevet, pelo telefone 51-33598094 ou com a pesquisadora Diana
Muller, pelo telefone 51-991356553 ou com o Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre (HCPA), pelo telefone (51) 33597640, ou no 2° andar do HCPA,
sala 2227, de segunda a sexta, das 8h as 17h.

Esse Termo é assinado em duas vias, sendo uma para o participante e outra para
0s pesquisadores.

Nome do participante de pesquisa Nome do pesquisador que aplicou o Termo
Assinatura Assinatura
Local e Data:
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Anexo V- Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Controles)

Titulo do Projeto: Niveis de metilacdo global em pacientes diagnosticados com
transtorno de déficit de atencao/hiperatividade na vida adulta

(Grupo de controles que participardo da avaliacao de niveis de metilacdo global)

Vocé esta sendo convidado a participar de uma pesquisa cujo objetivo é estudar
fatores genéticos, epigenéticos, clinicos, comportamentais e de estilo de vida entre
individuos com e sem Transtorno de Déficit de Atencao/Hiperatividade (TDAH). Vocé esta
sendo convidado a participar porque néo possui diagnéstico de TDAH. Esta pesquisa esta
sendo realizada pelo Servico de Psiquiatria do Hospital de Clinicas de Porto Alegre
(HCPA). Esse estudo ¢é justificado por possibilitar um maior entendimento dos mecanismos
biolégicos envolvidos no TDAH, podendo resultar em melhores estratégias de diagnéstico
ou tratamento.

Se vocé aceitar participar da pesquisa, os procedimentos envolvidos em sua
participacdo sdo os seguintes: Vocé responderd a uma entrevista avaliando sintomas
presentes nos pacientes com TDAH e outros transtornos psiquiatricos comuns (trés
entrevistas com duragdo média de 1h), assim como a avaliacdo neuropsicologica (com
duragdo média de 1h). Vocé passara por uma coleta de sangue para extragcdo de DNA
(10ml, equivalente a duas colheres de cha) para avaliar genes e niveis de metilacdo global,
0s quais podem estar relacionados ao diagnéstico deste transtorno.

As entrevistas realizadas poderdo gerar desconfortos psicologicos ou
constrangimento, entretanto a qualquer momento vocé podera desistir de participar. A

coleta de sangue é um procedimento comum, no entanto podem ocorrer pequenos
sangramentos ou hematoma (mancha roxa) no local na coleta.

A participacdo na pesquisa ndo trard beneficios diretos aos participantes, porém,
contribuird para o aumento do conhecimento sobre o0 assunto estudado, e podera beneficiar
futuros pacientes.

Sua participagdo na pesquisa € totalmente voluntaria, ou seja, ndo é obrigatodria.
Caso vocé decida ndo participar, ou ainda, desistir de participar e retirar seu
consentimento, ndo havera nenhum prejuizo ao atendimento que vocé recebe ou possa vir
a receber na instituicdo. Sendo necessario forneceremos ressarcimento referente aos
possiveis gastos relacionados a participacao no estudo (deslocamento e estacionamento).

Caso ocorra alguma intercorréncia ou dano, resultante de sua participagdo na
pesquisa, vocé recebera todo o atendimento necesséario, sem nenhum custo pessoal
(funcionando como uma garantia de indenizacdo diante de eventuais danos decorrentes
da pesquisa).

O material biologico proveniente da coleta de sangue (DNA) sera depositado e
armazenado em um biorrepositério na UFRGS, com a finalidade de serem utilizados tanto
por este projeto, quanto por projetos futuros realizados pelo grupo de pesquisa. Vocé
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podera retirar a autorizacdo da utilizacdo e armazenamento desse material a qualquer
momento.

Os dados coletados durante a pesquisa serdo sempre tratados confidencialmente.
Os resultados serdo apresentados de forma conjunta, sem a identificacdo dos
participantes, ou seja, 0 seu nome nao aparecera na publicacdo dos resultados.

Caso vocé tenha duvidas, podera entrar em contato com o pesquisador responséavel
Prof. Dr. Claiton Henrique Dotto Bau, pelo telefone 51-33086718, ou com o pesquisador
Prof. Dr. Eugenio Horacio Grevet, pelo telefone 51-33598094 ou com a pesquisadora Diana
Miiller, pelo telefone 51-991356553 ou com o Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre (HCPA), pelo telefone (51) 33597640, ou no 2° andar do HCPA,
sala 2227, de segunda a sexta, das 8h as 17h.

Esse Termo é assinado em duas vias, sendo uma para o participante e outra para
0s pesquisadores.

Nome do participante de pesquisa Nome do pesquisador que aplicou o Termo
Assinatura Assinatura
Local e Data:

126



