Universidade Federal do Rio Grande do Sul
Instituto de Biociéncias

Programa de Pos-Graduacdo em Genética e Biologia Molecular

O POLIMORFISMO MRI180V NO GENE DO RECEPTOR
MINERALOCORTICOIDE E O TRANSTORNO DE DEFICIT DE ATENCAO E
HIPERATIVIDADE (TDAH) EM ADULTOS.

Gustavo Lucena Kortmann

Dissertacdo submetida ao Programa de Pos-
Graduacdo em Genética e Biologia
Molecular da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul como requisito parcial para a

obtencdo do grau de Mestre.

Orientador: Prof. Dr. Claiton H. D. Bau

Porto Alegre, Margo de 2011.



Este trabalho foi desenvolvido no Laboratorio de Genética Humana Molecular do
Departamento de Genética do Instituto de Biociéncias da Universidade Federal do Rio Grande

do Sul.

Instituicoes financiadoras:

CNPq
FAPERGS

PRONEX



Agradecimentos

Ao meu professor e amigo Claiton Bau, pelos ensinamentos, paciéncia, puxdes de orelha e

cafezinhos durante o artigo;

A minha namorada Maikel, pelo carinho, amor, companhia e paciéncia, sobretudo nas horas

em que me ausentei devido ao estudo;

A minha familia, pelo amor, apoio e incentivo aos estudos e a leitura desde pequeno;

Aos colegas do Departamento de Genética, pela experiéncia compartilhada, eventual

solidariedade de reagentes e almogos no RU e cafés no “Chiques”;

Aos amigos do Laboratorio 109, pela companhia, pelas risadas, por toda a ajuda e apoio em

todos 0s momentos dentro e fora do Laboratério;

Ao Elmo, pela assessoria integral (mesmo durante suas férias) nas questdes burocraticas e

departamentais;

A todos os professores que me auxiliaram, de alguma forma, na constru¢do dessa

caminhada, sobretudo a professora Marion Schiengold, pela amizade e conselhos académicos.



Sumario

RESUIMIO ...ttt et e et e st e st e e sabee e sabeeeeanie 5
AADSETACT. ...ttt et h e bbbt e h ettt e she e e b e e at e et e e nateebeenaees 6
Capitulo 1 TRIFOAUGAO. ...ttt ettt aee s aee e saeeeas 7
1.1 Transtorno de Déficit de Atencao e Hiperatividade (TDAH).......ccceevvvieeiiiiiiiiiieeeee 8
B 2% 5 10 o o4 TSRS 10
1.3 O fenotipo TDAH — personalidade e comorbidades............coocvveeiiiiiiiiiiiiiieciieceeeeee 11
1.4 A fisiologia do eixo hipotalamico-pituitario-adrenal (HPA).........ccccoevviieieiiiiieieeee 13
1.5 O TDAH € @ 1€SPOSta Q0 ©SIIESSE....uveeerurieeriiieeiiieeeireeaireesteeesteeessreeessseeessreeessseessseeessseeenns 14
1.6 O receptor mineralocorticOide (MR).......ccouiieiiiiiiiiiccieece e 15
1.7 O gene do receptor mineralocorticoide (NR3C2) e o polimorfismo MRI180V.................. 17
Capitulo 2 Justificativas, objetivos e aspectos €tiCOS............cc.ccvcueeeveeeecrerierannnnn 18
2.1 JUSHIICAEIVAS. ...ttt ettt ettt b ettt sbe et ebt e sb et e it sbeeaesatesbe et 19
2.2 ODJEEIVOS. .. utieiieetie et ette ettt et ettt et e st e e bt e sateeabeesaeeeabeeaseeenbe e bteenbe e bt e enbeennteenbeeseeenbeebeeennas 21
2.3 ASPECLOS FHCOS ...t 22
Capitulo 3 MARUSCTIEO. ...ttt ettt s 23
Capitulo 4 DIESCUSSAO ..ottt ettt e s 44
Capitulo 5 Referéncias Bibliogrdficas da Introdugdo e Discussdo........................ 48

Capitulo 6 ANOXOS ...ttt ettt 60



Resumo

O Transtorno de Déficit de Atencao e Hiperatividade (TDAH) inclui sintomas de desatencao,
impulsividade e hiperatividade acometendo aproximadamente 5% das criangas em idade
escolar e 2,5% dos adultos. Um dos mecanismos fisiopatologicos propostos para o TDAH ¢
uma resposta disfuncional ao estresse. O eixo hipotaldmico-pituitario-adrenal (HPA)
desempenha um importante papel na regulacdo dos neurotransmissores do sistema nervoso
central e no comportamento, estando envolvido em fun¢des relacionadas com atencao,
emocao, aprendizado e memoria. O receptor mineralocorticoide (MR) € o principal receptor
envolvido no desencadeamento inicial da resposta ao estresse e tem um papel fundamental na
modulagdo do eixo HPA. Por este motivo, o gene do MR (NR3C2) ¢ um gene candidato para
associacdo com o TDAH. Ha evidéncias que o alelo Val do polimorfismo MRI180V (rs5522)
esteja envolvido na vulnerabilidade a transtornos psiquiatricos e fungdes cognitivas. NoOs
testamos possiveis associacdes entre 0 MRI180V com o TDAH e com varidveis relacionadas
em uma amostra brasileira de 478 pacientes adultos com TDAH e 597 doadores de sangue
pareados quanto a varidveis demograficas. O polimorfismo MRI180V ndo esta associado ao
TDAH (y? = 2.71, P = 0.26), mas portadores do alelo Val apresentaram escores mais elevados
de desatengdo (F = 5.5, P = 0.02) e de hiperatividade/impulsividade (F' = 6.47; P = 0.0])
comparados aos pacientes com TDAH ndo portadores do alelo. Apesar da viabilidade
biologica desses resultados preliminares, estes devem ser vistos com cautela e aguardam por

replicacdes.



Abstract

Attention-deficit hyperactivity disorder (ADHD) is a disorder of inattention, impulsivity, and
hyperactivity which is prevalent in ~ 5% of school-aged children and persist in 2,5% of adults.
One of the proposed pathophysiological mechanisms is a blunted stress response. The
hypothalamus-pituitary-adrenal (HPA) axis plays an important role in the central nervous
system neurotransmitters regulation and behavior, involved in biological functions such as
attention, emotion, learning and memory. The mineralocorticoid receptor (MR) is the main
receptor involved in the initial triggering of stress response. For this reason, the MR gene
(NR3C2) is a candidate gene for association to ADHD. There is evidence that the Val allele of
the MRI180V polymorphism (rs5522) is involved in the vulnerability to psychiatric disorders
and cognitive functions. We tested the possible association between MRI180V with ADHD
and comorbid psychiatric disorders in a Brazilian sample of 478 ADHD adult patients and 597
matched blood donors. The MRI180V polymorphism was not associated with ADHD (y? =
2.71, P = 0.26), but carriers of the Val allele presented slightly higher inattention (¥ = 5.5, P
= (.02) and hyperactivity/impulsivity (FF = 6.47; P = 0.0]) scores compared to ADHD
patients non-carriers. Despite of the biological plausibility of these findings, these preliminary

results should be viewed with caution and wait for replications.



Capitulo 1

Introducio



1.1. Transtorno de Déficit de Atenciao e Hiperatividade (TDAH)

O Transtorno de Déficit de Atencao e Hiperatividade (TDAH), conforme a quarta
edicdo do Manual Diagndstico e Estatistico de Doengas Mentais (DSM-IV), ¢ um transtorno
psiquiatrico caracterizado pela presenca de seis ou mais sintomas de desatencdo e/ou seis ou
mais sintomas de hiperatividade/impulsividade, por no minimo 6 meses, € prejuizo em pelo
menos dois contextos ambientais diferentes (APA, 1994). Desde que foi descrito pela primeira
vez por Still em 1902 (Still, 1902), o TDAH recebeu diversos outros nomes, como “lesao
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cerebral minima”, “disfun¢do cerebral minima”, “sindrome da crianga hiperativa”, “reagao
hipercinética da infancia”, “transtorno de déficit de atencdo e hiperatividade”, dentre outros
(Adler, 2008). Embora o TDAH tenha sido considerado, por algumas décadas, como um
transtorno mais prevalente na América do Norte, sabe-se que este € um transtorno que ocorre
em todo o mundo (Faraone e cols., 2003; Polanczyk e cols., 2007).

Apesar de existir na literatura uma ampla variagdo em termos de prevaléncia do TDAH
— decorrente principalmente das diferentes metodologias individuais empregadas - (Faraone e
cols., 2006; Fayyad e cols., 2007; Polanczyk e cols., 2007), estudos de meta-andlise apontaram
uma prevaléncia do TDAH de 5,3% para criancas e adolescentes (Polanczyk e cols., 2007) e
2,5% para os adultos (Simon e cols., 2009). Dessa forma, muitos adultos diagnosticados como
tendo o transtorno, ja apresentavam diagndstico positivo, ou manifestavam alguns sintomas,
quando criangas (Biederman e cols., 1997). Segundo Kessler e cols. (2006), 70% dos

individuos que tiveram TDAH na infincia alegaram que continuaram com o transtorno quando

adultos. Historico familiar de TDAH, comorbidades psiquiatricas e adversidades psicossociais



tém sido apontados como alguns fatores que contribuem para a persisténcia do transtorno em
adultos (Biederman e cols., 1995).

Paralelamente ao decréscimo na prevaléncia do TDAH em adultos, quando
comparados com as criangas, hd uma diferenca na propor¢ao de afetados quanto ao sexo.
Enquanto que em amostras clinicas de criangas a propor¢do de afetados varia de 6 meninos
para 1 menina até 9 meninos para 1 menina (Gittelman e cols., 1985; Weiss e cols., 1985,
Arnold, 1996; Faraone e cols., 1998), em adultos a razao entre homens e mulheres ¢ proxima
de 1:1 (Wender e cols., 1985; Murphy e Barkley, 1996).

Segundo o DSM-IV, o TDAH pode ser dividido em trés subtipos clinicos de acordo
com os sintomas apresentados pelo paciente. Quando apresenta seis ou mais sintomas do
grupo de desateng¢do, o individuo ¢é classificado como predominantemente desatento; quando
apresenta seis ou mais sintomas do grupo de hiperatividade, como predominantemente
hiperativo-impulsivo e se apresentar seis ou mais sintomas em cada um dos grupos, o
individuo € considerado do subtipo combinado. Um estudo prévio envolvendo uma parcela da
presente amostra revelou que 53,5% dos pacientes apresentavam o subtipo combinado do
TDAH, 40% o subtipo predominantemente desatento e 6.5% o subtipo predominantemente
hiperativo (Grevet e cols., 2006). As freqiiéncias para cada subtipo estdo de acordo com as
relatadas na literatura (Millstein e cols.,1997; Murphy e cols., 2002).

Enquanto os pacientes do subtipo combinado apresentam maiores indices de
agressividade que o subtipo predominantemente desatento (Crystal e cols., 2001), estes
ultimos apresentam maior isolamento social e retraimento, bem como maiores taxas de

depressao e ansiedade (Biederman, 1998; Pfiftner e cols., 2000).



1.2. Etiologia

O TDAH tem uma etiologia multifatorial, ou seja, fatores genéticos e fatores
ambientais interagem de maneira complexa para o seu desenvolvimento (Biederman, 2005).
Estudos em gémeos demonstraram uma herdabilidade média para o TDAH de 76% (Faraone e
cols., 2005), caracterizando-o como sendo um dos mais herddveis dentre os transtornos
psiquiatricos. Neste sentido, estudos de ligagdo em familias (Vegt e cols., 2009), varreduras
genomicas de associacdo (GWAS) (Franke e cols., 2009) e estudos de genes candidatos
(Faraone e Khan, 2006; Gizer e cols., 2009) tém buscado identificar e caracterizar genes de
interesse (Albayrak e cols., 2008). Até o momento, as varreduras gendmicas de associagdo em
TDAH nao detectaram nenhuma associagdo significativa apds corre¢do para comparagdes
multiplas, e apresentaram baixo grau de sobreposi¢cdo de resultados (Lasky-Su e cols., 2008;
Lesch e cols., 2008; Neale e cols., 2008; Sonuga-Barke e cols., 2008; Mick e cols., 2010;
Neale ¢ cols., 2010).

Gizer e colaboradores (2009) - em uma ampla meta-andlise da literatura sobre os
estudos de associa¢do envolvendo genes candidatos para o TDAH — identificaram associagdes
significativas para varios genes: gene do transportador da dopamina (DAT1), gene do receptor
D4 de dopamina (DRD4), gene do receptor D5 de dopamina (DRDS), gene do transportador
de serotonina (SHTT), gene do receptor 1B de serotonina (HTR1B) e proteina associada ao
sinaptossomo (SNAP25). Além disso, a heterogeneidade entre diferentes estudos foi
significativa para associa¢des entre TDAH e os genes DAT1, DRD4, DRDS, dopamina beta-
hidroxilase (DBH), receptor adrenérgico-alfa-2A (ADRA2A), SHTT, triptofano hidroxilase

(TPH2), monoamina oxidase A (MAOA) e SNAP25 (Gizer e cols., 2009).
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Essa notavel heterogeneidade de resultados obtidos em diferentes estudos de
associacao envolvendo um mesmo gene e fenotipo — ¢ que ndo ¢ exclusiva dos estudos
envolvendo transtornos psiquiatricos - ¢ decorrente nao s6 das diferengas de metodologia
empregadas entre os estudos, mas também da heterogeneidade alélica comum aos transtornos
multifatoriais. Dessa forma, embora Gizer e cols. (2009) tenham encontrado associagdes
significativas entre o TDAH e os genes supracitados, certamente existem outros genes de
baixa penetrancia associados ao transtorno que nunca ou raramente foram estudados, o que
confere importancia a necessidade de se estudar outros genes candidatos além dos
classicamente averiguados.

Além dos fatores genéticos, alguns fatores ambientais foram apontados como tendo
influéncia no desencadeamento do transtorno. Complicagdes na gravidez € no parto,
tabagismo, uso de alcool e de outras substancias durante a gravidez e variaveis ambientais

adversas na familia sdo considerados fatores de risco importantes para o desenvolvimento do

TDAH (Biederman, 2005; Button e cols., 2005; Bhatara e cols., 2006; Banerjee e cols., 2007).

1.3. O fenotipo TDAH — personalidade e comorbidades

Uma das perspectivas abertas pelos estudos de associagdo do tipo caso-controle ¢ a
exploragdo de fendtipos intermediarios entre o efeito do gene e o transtorno mental
propriamente dito. Na genética psiquidtrica, o termo mais usado para essas caracteristicas € o
de endofendtipos. Eles podem ser definidos como tragos intermedidrios em uma cadeia de

causalidade com origens genéticas, tendo por desfecho um transtorno multifatorial (Gunzerath
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e Goldman, 2003). Esse tipo de investigacdo gera uma perspectiva para tentar minimizar a
perda de poder estatistico gerada pela heterogeneidade fenotipica. Ou seja, pode ser mais facil
identificar o papel de um gene se trabalhado com um fendtipo mais diretamente relacionado a
influéncia genética do que o diagndstico em si.

No presente estudo, a variavel considerada como um possivel endofenotipo ¢ a
personalidade. Em 1993, Cloninger e cols. propuseram um modelo para a estrutura e
desenvolvimento da personalidade, o qual consta de dimensdes de temperamento e de carater.
Segundo esse modelo, existem quatro dimensdes de temperamento independentemente
herdaveis e que se manifestam ja nos primeiros anos de vida: procura por novidades, evitacao
de dano, dependéncia de recompensa e persisténcia. Por outro lado, as dimensdes de carater
(auto-direcionamento, cooperatividade e auto-transcendéncia) amadurecem na idade adulta e
sao mais relacionados a um aprendizado introspectivo (Cloninger e cols., 2003). Ha evidéncias
de que as dimensoes de personalidade estejam correlacionadas com subtipos do TDAH. Um
estudo prévio envolvendo uma parcela da nossa amostra demonstrou que o subtipo combinado
do TDAH esté associado com maiores escores de procura por novidades e menores escores de
cooperatividade que o subtipo desatento. Da mesma forma, maiores escores de desatencao
estdo associados com menor auto-direcionamento e maior evitagdo de dano (Salgado e cols.,
2009).

Outra perspectiva de reducdo da heterogeneidade fenotipica ¢ a busca pelos chamados
fenotipos refinados. Nesse contexto, poderia ser identificada a associacdo entre um
polimorfismo e um subgrupo muito especifico de pacientes. Comorbidade ¢ o termo utilizado
para designar a ocorréncia de dois ou mais transtornos em um mesmo individuo (Rohde e

Mattos, 2003). Os portadores de TDAH apresentam uma freqiiéncia muito elevada de varias
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comorbidades, tais como transtorno opositor desafiante, transtorno de personalidade anti-
social, depressdo maior, transtorno bipolar, transtorno de uso de substancias e multiplas
ansiedades (Grevet e cols., 2006). Assim, o refinamento do fendtipo TDAH em adultos pode
ajudar a identificar fatores de vulnerabilidade especificos desse transtorno, os quais muitas

vezes se sobrepde aos das comorbidades associadas.

1.4. A fisiologia do eixo hipotalAmico-pituitario-adrenal (HPA)

O eixo hipotalamico-pituitario-adrenal desempenha um importante papel na regulacao
dos neurotransmissores do sistema nervoso central € no comportamento, influenciando em
questdes tais como aten¢do, emogao, aprendizado e memoria (Turner-Cobb, 2005; Marquez e
cols., 2006).

Diante de condigdes estimulatérias, como um desafio, por exemplo, os neur6nios nos
nucleos paraventriculares do hipotdlamo secretam o hormdnio liberador de corticotrofina
(CRH) na circulagdo hipofisaria. Na hipofise anterior, o CRH estimula a producdo do
horménio corticotrofina (ACTH) que ¢ langado na circulagdo sistémica para estimular a
producdo e liberacdo de cortisol a partir do cortex da adrenal. O controle inicial dos niveis de
cortisol no sangue ¢ mediado por 2 receptores, o receptor mineralocorticdide (MR), de alta
afinidade e o receptor glicocorticoide, de baixa afinidade (GR). Diante de condigdes basais, os
baixos niveis de cortisol no cérebro ocupam um ntmero substancial de MR e alguns GR
(devido a maior afinidade do cortisol pelo MR). Quando ocorre uma situagdo de estresse, o

aumento repentino da biodisponibilidade de cortisol satura rapidamente os MR ainda
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disponiveis. Dessa forma, os GR se ligam ao cortisol principalmente quando os MR ja estdo
saturados (de Kloet e cols., 2005). O cortisol elevado no plasma comeca imediatamente a
interagir com os receptores corticodides (mineralocorticoide e glicocorticdide) para inibir a via
de resposta ao estresse (Talge e cols., 2007). Assim, os corticoides exercem uma
retroalimentagao na regula¢do do eixo HPA em varios niveis, incluindo a hipéfise, hipotalamo
e estruturas limbicas como o hipocampo (de Rijk, 2009).

Normalmente, quando os niveis de cortisol sanguineo decrescem, através de regulacao
por retroalimentagdao negativa do eixo HPA por meio da liberagdo de CRH e ACTH na

hipofise e hipotdlamo, o eixo HPA consegue manter os niveis de cortisol estaveis.

1.5. O TDAH e a resposta ao estresse

Recentemente, o eixo HPA tem sido apontado como uma variavel a ser estudada dentro
do TDAH (van West e cols., 2009; Ma e cols., 2011). Tem-se sugerido que individuos com
TDAH apresentam uma resposta impropria ao estresse (King e cols., 1998; Ma e cols., 2011).
O nivel de cortisol basal tanto em criancas (Ma e cols., 2011) quanto em adultos
(Lackschewitz e cols., 2008) com TDAH ¢ significantemente menor do que em individuos
normais. Esses niveis podem ser ainda menores em criancas do subtipo hiperativo/impulsivo
do TDAH (Blomgqvist e cols., 2007; Ma e cols., 2011). Esses baixos niveis de cortisol no
TDAH poderiam refletir a sub-reatividade do HPA (Ma e cols., 2011) ou um limite de

deteccdo elevado diante de agentes estressores (Kariyawasam e cols., 2002). A variagdo
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genética € responsavel por grande parte desta variabilidade na resposta ao estresse (de Rijk,

2009).

1.6. O receptor mineralocorticéide (MR)

O receptor mineralocorticoide € um dos principais envolvidos no controle e modulacao
da secrecao de cortisol. Esta presente nos o6rgaos periféricos que sdo alvo da aldosterona
(glandulas sudoriperas, colon distal, rins e glandulas salivares), atuando na regulacdo da
homeostase de sal no organismo. O receptor também estd presente nas areas limbicas do
cérebro, onde possui uma alta afinidade pelo cortisol, um glicocorticoide responsavel pelas
respostas fisioldgicas relacionadas ao estresse (Reul e de Kloet, 1985; de Kloet e cols., 2005;
de Rijk e cols., 2008). Além disso, sabe-se que em condi¢des como estresse e envelhecimento,
a expressao de mRNA dos MR no hipocampo ¢ diminuida (Schmidt e cols., 2003; Noorlande
e cols., 2000).

Quando existe um desbalanco entre as fungdes do receptor mineralocorticoide em
relacdo ao dos receptores glicocorticodides, ocorre um prejuizo na sinalizagdo mediada pelo
cortisol com as estruturas que controlam o aprendizado, memoria e comportamento durante o
desafio (de Kloet e cols., 2005; 2007). Quanto as func¢des cognitivas, estudos em animais tém
demonstrado que os MR estdo envolvidos na interpretacdo de novas informacdes (Oitzl e de
Kloet, 1992; Sandi e Rose, 1994; Berger e cols., 2006), recuperagdo da memoria (Yau e cols.,
1995; Conrad e cols., 1997), e aprendizado visoespacial (Yau e cols., 1995; Douma e cols.,

1998; Yau e cols., 1999). Em homens, o bloqueio de MR por meio de um antagonista
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acarretou prejuizo na atencao seletiva, memoria visoespacial e flexibilidade mental (Otte e
cols., 2007).

O mecanismo de acdo do receptor mineralocorticdide ainda nao ¢ totalmente conhecido
(Rashid e Lewis, 2005). O que se conhece desse mecanismo até o0 momento deriva do modelo
de acdo do hormdnio esterdide (Rashid e Lewis, 2005). O cortisol circula pelo sangue através
de globulinas ligantes de corticdides, entra na célula por difusdo simples e se liga aos
receptores corticdides (mineralocorticoide e glicocorticoide) no citoplasma e no nucleo. A
interacao do cortisol com os receptores resulta na dimerizagdo ¢ mudangas conformacionais,
aumentando a afinidade desse complexo por sequéncias no DNA chamadas elementos de
resposta a corticoides (sequéncias de nucleotidios semi-palindromicos separados entre si por
trés bases nucleotidicas). Receptores ativados de mineralocorticoides, glicocorticoides,
progesterona e androgenos compartilham o mesmo elemento de resposta. Uma vez que o
cortisol se liga ao elemento de resposta, esse complexo induz mudangas na transcricdo de
genes alvos, na tradugdo de mRNA em novas proteinas e na func¢do celular geral (Rashid e
Lewis, 2005). Recentemente, foi descrito um papel desse receptor na mediacdo de sinapses
excitatorias, localizado na membrana celular de neurénios do hipocampo (isto é, uma
localizag@o adicional a citoplasmatica e nuclear descrita acima) onde mediaria efeitos rapidos
e transitdrios na estimulagdo (Haller e cols., 2008).

A extensa variabilidade na resposta ao estresse pode em principio, e pelo menos em
parte, ser explicada pelas variantes génicas funcionais do receptor mineralocorticoide, as quais
modulam ndo s6 os niveis basais de cortisol e as respostas do eixo HPA, mas também
influenciam nas respostas autdbnomas como, por exemplo, o aumento dos batimentos cardiacos

(de Rijk e cols., 2006, 2008).
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1.7. O gene do receptor mineralocorticéide (NR3C2) e o polimorfismo MRI180V

O gene do receptor mineralocorticdide estd localizado no cromossomo 4q31.1 e sua
regido codificante ¢ formada pelos éxons 2-9. Estudos de varredura gendmica identificaram a
regido gendmica do gene NR3C2 como relevante para inteligéncia (Pan e cols., 2011) e para a
gravidade do tabagismo (Berrettini e cols., 2008). Dentre os varios polimorfismos descritos
especificamente para este gene (Arai e cols., 2003, Zennaro ¢ Lombes, 2004), o SNP
MRI180V (rs5522) ¢ o mais estudado. Esse polimorfismo esta localizado no éxon 2 do gene
NR3C2 e caracteriza uma transicdo A>QG, acarretando uma mudan¢a de aminoacido de
Isoleucina (ATT) para Valina (GTT) no cédon 180 (de Rijk e cols., 2006). Estudos in vitro
demonstraram que o alelo Val do polimorfismo MRI180V condiciona uma perda de fungao
(Arai e cols., 2003; de Rijk e cols., 2006).

Os individuos que possuem o alelo Val t€ém niveis aumentados de batimentos cardiacos
e maior biodisponibilidade de cortisol no plasma (de Rijk e cols., 2006). O alelo Val também
foi associado com respostas do sistema nervoso autondémo e do sistema endocrino aumentadas
diante de um estresse agudo (de Rijk e cols., 2006), com menor expressao génica de MR
induzida por cortisol (Arai e cols., 2003; de Rijk e cols., 2006), com sintomas depressivos
geriatricos (Kuningas e cols., 2007), neuroticismo (de Rijk e cols., 2011) e com déficits de
aprendizagem de recompensa (Bogdan e cols., 2010).

Assim, a funcdo do polimorfismo MRII80V remete a hipotese de que a variagdo
genética desse receptor possa atuar na génese de alguns transtornos psiquiatricos, notadamente

quando envolvem sintomas de ansiedade e depressao.
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Capitulo 2

Justificativa, Objetivos e Aspectos Eticos
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2.1. Justificativa

Além das caracteristicas principais do TDAH (desatencdo, hiperatividade e
impulsividade), freqiientemente o individuo afetado também tem prejuizos no desempenho
académico, relacionamentos familiar e social, ajustamento psicossocial e trabalho (Rohde e
Mattos, 2003). Em mais de 50% dos casos existem comorbidades relacionadas com
transtornos da aprendizagem, transtorno de conduta, abuso de substincias e de alcool, e
transtornos do humor e de ansiedade (Jensen e cols. 1997; Souza e cols. 2001). Essas
comorbidades muitas vezes acabam sendo negligenciadas em estudos de associagdo com
genes candidatos. Tendo em vista que os transtornos relacionados a ansiedade e depressao sao
comorbidades freqiientes no TDAH, que ambas comorbidades possuem uma herdabilidade
compartilhada, e que potencialmente compartilham uma suscetibilidade relacionada ao
controle genético da resposta aos fatores ambientais adversos (Kendler e cols., 1987), ¢
possivel que genes relacionados com essas comorbidades também estejam implicados na
suscetibilidade ao TDAH.

O HPA ¢ o componente central do sistema de resposta ao estresse, sendo responsavel
tanto pelo controle do ritmo circadiano, quanto pela reatividade ao estresse (de Kloet e cols.,
2005). Recentemente, foi descrita uma funcao para o eixo HPA no TDAH (van West e cols.,
2009; Ma e cols., 2011). Além disso, ha evidéncias de que o alelo Val do polimorfismo
MRI180V esteja envolvido na vulnerabilidade a depressdo (Kuningas e cols., 2007) e a
fungdes cognitivas (Otte e cols., 2007; Bogdan e cols., 2010). Uma vez que o MR ¢ o principal
receptor envolvido no desencadeamento da resposta ao estresse e na regulacdo do eixo HPA, o

gene NR3C2 torna-se um candidato natural a associacdo com o TDAH e com comorbidades

19



relacionadas. No entanto, o papel de polimorfismos no gene NR3C2 nunca foi investigado no

TDAH, justificando-se seu estudo.
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2.2. Objetivos

Geral

O objetivo geral deste trabalho ¢ verificar a associacdo do polimorfismo MRI180V do

gene NR3C2 com o TDAH em adultos e variaveis clinicas relacionadas.

Especificos

1. Investigar se ha diferencas entre as freqiiéncias alélicas e genotipicas do polimorfismo

MRI180V entre pacientes com TDAH e controles;

2. Analisar se ha associacdes entre o polimorfismo estudado e a gravidade do TDAH,

dimensdes de personalidade e comorbidades psiquidtricas.
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2.3. Aspectos Eticos

Todos os pacientes com TDAH e controles assinaram um termo de consentimento
informado (ANEXO A e B), os quais foram aprovados pelo Comité de Etica e Pesquisa do

Hospital de Clinicas de Porto Alegre (ANEXOS C e D).
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ABSTRACT

Attention-deficit hyperactivity disorder (ADHD) is a disorder of inattention, impulsivity, and
hyperactivity which is prevalent in ~ 5% of school-aged children and persist in 2,5% of adults.
One of the proposed pathophysiological mechanisms is a blunted stress response. The
mineralocorticoid receptor (MR) is the main receptor involved in the initial triggering of stress
response. For this reason, the MR gene (NR3C2) is a candidate gene for association to ADHD.
There is evidence that the Val allele of the MRI180V polymorphism (rs5522) is involved in
the vulnerability to psychiatric disorders and cognitive functions. We tested the possible
association between MRI180V with ADHD and comorbid psychiatric disorders in a Brazilian
sample of 478 ADHD adult patients and 597 matched blood donors. The MRII80V
polymorphism was not associated with ADHD (y? = 2.71, P = 0.26), but carriers of the Val
allele presented slightly higher inattention (¥ = 5.5, P = (0.02) and hyperactivity/impulsivity
(FF = 6.47; P = 0.01) scores compared to ADHD patients non-carriers. Despite of the
biological plausibility of these findings, these preliminary findings should be viewed with

caution and wait for replications.

Keywords: ADHD, mineralocorticoid receptor, MRI180V, cortisol, stress.
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INTRODUCTION

The hypothalamus-pituitary-adrenal (HPA) axis is the central component of the stress
system and is responsible for the control of the circadian rhythm and stress reactivity (de Kloet
et al., 2005). HPA axis produces a cascade of hormones which results in cortisol secretion
from the adrenal glands (Lovallo and Thomas, 2000). Thus, an improper HPA axis regulation
is a vulnerability factor predisposing for disease (de Rijk, 2009). Compelling evidence
suggests that the HPA axis is involved in major depressive (Rybakowski and Twardowska,
1999; Holsboer, 2001; Deshauer et al., 2003) and in anxiety disorders (Hastings et al., 2009).
More recently, a role for HPA axis in attention-deficit hiperactivity disorder (ADHD) has been
proposed (van West et al., 2009; Ma et al.,, 2011). ADHD is a disorder of inattention,
impulsivity, and hyperactivity which is prevalent in ~ 5% of school-aged children (Faraone et
al., 2006; Fayyad et al., 2007; Polanczyk et al., 2007) and persist in 2,5% of adults (Simon et
al., 2009).The level of cortisol both in children (Ma et al., 2011) and adults (Lackschewitz et
al., 2008) with ADHD was shown to be significantly lower than in normal individuals. This
level can be even lower in children of the hyperactivity/impulsivity subgroup of ADHD
(Blomgpvist et al., 2007; Ma et al., 2011).

The mineralocorticoid receptor (MR) is involved in the onset of HPA regulation and
stress response (de Kloet et al., 1998). It is present in the kidney cells, controlling the salt
homeostasis which are aldosterone selective (de Kloet et al., 2000), and in brain, especially
hippocampus, regulating the basal activity of the HPA and setting the threshold of activation
of stress responsiveness (de Kloet et al., 1998; de Rijk et al., 2006). Although MR binds

cortisol and aldosterone with similar affinity (Reul and de Kloet, 1985; Funder, 2004), brain
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MR is mainly exposed to cortisol, which circulates at up to 1000-fold excess to aldosterone
(de Rijk et al., 2006). MR is involved in anxiety and cognitive function (de Kloet et al., 2003).
The blockade of MR with spironolactone (a MR-antagonist) in healthy men impairs several
aspects of cognition, including selective attention (Otte et al., 2007).

The MR gene (NR3C2) is located on chromosome 4q31.1, with its coding region being
formed by exons 2-9 (de Rijk et al., 2008). Common gene variants have been associated with
several changes in HPA axis reactivity (de Rijk, 2009), including two MR polymorphisms: the
MR-2G/C (rs2070951) and the MRII80V (rs5522). There is evidence that MRII80OV is
involved in the vulnerability for psychiatric disorders (Kuningas et al., 2007) and cognitive
functions (Bogdan et al., 2010). This SNP is an A-G transition in exon 2 of the gene, at codon
180, resulting in an Isoleucine to Valine change (de Rijk, 2009). In vitro studies demonstrated
that Val allele (MR 180V) implies a loss of function using cortisol as ligand (Arai et al., 2003;
de Rijk et al., 2006). The Val allele has also been associated with heightened endocrine and
autonomic responses to acute stress (de Rijk et al., 2006), diminished cortisol-induced MR
gene expression (Arai et al.,, 2003; de Rijk et al., 2006), geriatric depressive symptoms
(Kuningas et al., 2007) and reward learning deficits (Bogdan et al., 2010).

Despite the evidence suggesting the involvement of MR in attention and cognition
processes (Otte et al., 2007; Bogdan et al., 2010), the role of MR polymorphisms in ADHD
has never been investigated. This study tests the possible association between MRI180V with

ADHD and comorbid psychiatric disorders.
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MATERIAL AND METHODS

Sample

The ADHD sample included 478 adult patients that were recruited in the ADHD
outpatient Program of the Clinical Hospital of Porto Alegre (HCPA). The mean age of the
ADHD sample was 34 years (= 11.2). The inclusion criteria were: a) Native-Brazilian of
European descent; b) age 18 years or older and c) fulfillment of DSM-IV diagnostic criteria
for ADHD (American Psychiatric Association, 1994), both currently and during childhood.
The exclusion criteria were: a) evidence of clinically significant neurological diseases that
might affect cognition (e.g., delirium, dementia, epilepsy, head trauma, multiple sclerosis); b)
current or past history of psychosis and c) intelligence quotient (IQ) < 70 (Kaplan et al., 1991).

The control sample was composed of 597 blood donors recruited in the same hospital
where patients were ascertained. The inclusion criteria were being native-Brazilian of
European descent and having age 18 years or older. The control sample was matched to the
ADHD patients regarding age, sex, educational level (years of formal schooling),
socioeconomic status and marriage status. The exclusion criteria for controls were the same
used for the patients (as mentioned above) added to the fulfillment of DSM-IV ADHD
diagnosis (American Psychiatric Association, 1994).

The population from Southern Brazil, where this study was performed, is mainly of
European descent (Salzano and Bortolini, 2002), and no significant population structure was
found in the European derived population of Rio Grande do Sul (Zembrzuski et al., 2006). The

interethnic admixture estimates show that individuals from southern Brazil present an almost
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exclusively European ancestry (94%) (Santos et al., 2010), making population stratification
unlikely to occur in this situation (Hutchison et al., 2004).
All subjects (patients and controls) signed an informed consent approved by the Ethics

Committee of the HCPA.

Diagnostic procedures

The same protocol was applied to patients and controls. The presence of ADHD and
comorbidities diagnoses were evaluated through the following semi-structured interviews: (a)
K-SADS-E (Schedule for Affective Disorders and Schizophrenia for School-Age Children-
Epidemiologic Version), adapted to adults, for ADHD and ODD (Mercadante et al., 1995;
Grevet et al., 2005); (b) SCID-IV-R (Structured Clinical Interview for DSM-1V) for the Axis I
psychiatric comorbidities (First et al., 1998), and (c) M.LLN.I (Mini-international Psychiatric
Interview) for the diagnoses of conduct and antisocial personality disorder (Sheehan et al.,
1998). The estimated IQ scores were obtained from the vocabulary and block design subtests
of the Wechsler Adult Intelligence Scale - Revised (WAIS-R) (Wechsler, 1981) administrated
by a trained psychologist. The severity of current ADHD and ODD symptoms was assessed by
the Portuguese version of the Swanson, Nolan and Pelham Rating Scale-version IV (SNAP-
IV) (Swanson, 1992). Temperament dimensions (novelty seeking, harm avoidance, reward
dependence and persistence) were evaluated using the temperament and character inventory

(TCI) (Cloninger et al., 1993; 1994). A more detailed description of the ascertainment
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methods and psychiatric profile of the ADHD sample is described elsewhere (Grevet et al.

2006; Fischer et al. 2007; Kalil et al. 2008; Karam et al. 2009).

Laboratory methods

The DNA was extracted from peripheral blood according to the salting out procedure
(Lahiri and Nurnberger, 1991) and standardized (1:10). The SNP rs5522 in the MR gene was
genotyped applying the TagMan technology on an ABI7500 system (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA) with the following assay-ID: C 12007869 20. The standard PCR
reaction was carried out using TagMan Genotyping PCR Master Mix reagent kit according to
the manufacturer’s instructions. Reference sequences and SNP rs-number were obtained from
the  National Center  for  Biotechnology  Information (NCBI) database

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

Statistical analysis

The genotype and allele frequency comparisons between ADHD patients and controls
were performed with the Chi-square test. The association with the presence of comorbidities
with considerable frequency in our sample (major depressive disorder, bipolar disorder,
generalized anxiety disorder, obsessive-compulsive disorder, anti-social personality disorder,

nicotine dependence, alcohol dependence and drug dependence) was also tested by chi-square.
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Continuous variables (SNAP and TCI scores) were analyzed by ANOVA. All analyses were
carried out in the PASW v.18.0 statistical package software.

The Bonferroni procedure was applied considering the pattern of correlations between
the variables included in the study, since independence between variables is an assumption for
such corrections. The variance in the “outcome” variables could be ascribed to five main
factors: (a) ADHD case-control; (b) presence of internalizing comorbidities (major depressive
disorder, generalized anxiety disorder and obsessive-compulsive disorder); (c) presence of
externalizing comorbidities (bipolar disorder, antisocial personality disorder and substance use
disorders); (d) SNAP-IV scores and (e) temperament. Therefore, the number of independent

comparisons to correct for was 5 and the p value set at 0.01.

RESULTS

Genotype and allele frequencies of the MRI180V polymorphism in ADHD patients
and controls are presented in Table 1. Both samples are in Hardy—Weinberg equilibrium
(patients: y?=0.13; P=0.93; control subjects: y*=0.06; P=0.96). The frequencies of the
MRI180V genotypes (y? =2.71; P =0.26) and alleles (y*> = 2,45; P = 0,11) among patients and
controls did not differ. The Val allele frequency in our control sample (12.1%) was similar to
those reported in other European derived control groups, varying from 12% (de Rijk et al.,
2006) to 14% (Kuningas et al., 2007). Because of the low allele frequency of the homozygote
Val/Val genotype (0.8%), the heterozygous Iso/Val and homozygous Val/Val genotypes were
combined for testing association with SNAP and TCI (Table 2) scores and with the presence
of comorbidities (Table 3). There were no significant genotypes differences in any phenotype

beyond the established 0.01 significance level. However, suggestive evidences with borderline
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associations for higher severity of inattention and hyperactivity/impulsivity were observed
(Table 2) for adult ADHD patients carrying the Val allele of the MRI180V polymorphism

compared to ADHD patients non-carriers.

DISCUSSION

This is as far as we know the first association study between the NR3C2 gene and
ADHD. The MRI180V polymorphism was not associated with ADHD, but carriers of the Val
allele presented slightly higher inattention and hyperactivity/impulsivity scores.

We hypothesized that the MRI180V could be involved in ADHD predisposition,
because it has been suggested that ADHD subjects have an impaired response to stress (King
et al., 1998; Ma et al., 2011). Moreover, due to the findings of Kuningas and colleagues
(2007), we hypothesized that ADHD adult carrying the Val allele of the MRI180V might
present an improper cortisol-inducing response to stress. The borderline, suggestive
association between inattention and hyperactivity/impulsivity scores and ADHD carriers of the
Val allele might be consistent with the findings of Otte and colleagues (2007) in which
blockade of MR impaired several aspects of cognition, such as selective attention. As well as
Val allele carriers cells showed loss of function using cortisol as ligand in in vitro studies
(Arai et al., 2003; de Rijk et al., 2006), ADHD subjects with the homozygote Val/Val or with
the heterozygote Iso/Val genotypes might have a lower cortisol-induced MR gene expression
and consequent greater impairment in attention tasks than non-carriers.

The modulation of the stress response as well as of the HPA axis, not only in ADHD,
but also in the healthy population, is influenced by many genetic and environmental factors

(El Hage et al., 2009; Gillespie et al., 2009). For example, the cortisol level is influenced —
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among other factors - by variation in other genes, such as the polymorphism MR-2G/C (Muhtz
et al., 2010) and polymorphisms in the GR gene (de Rijk, 2009).

Our borderline association findings with ADHD severity should be viewed with
caution, considering both the small effect in SNAP-IV scores, and the fact that several
variables that were tested (personality and comorbid psychiatric disorders) were not
associated. In addition, previous GWAS findings in ADHD have not detected a signal in the
NR3C2 region. On the other hand, this finding might justify a more detailed analysis in this
genome region, considering the potential relevance of this candidate gene, which probably
demands more attention. Interestingly, this genome region has been identified as relevant in
other GWAS studies, such as for intelligence (Pan et al., 2011) and tobacco use (Berrettini et
al., 2008). Single gene association studies are frequently viewed with skepticism, since they
are potentially prone to the selective publication of positive findings, which are frequently not
replicated afterwards. Our publications are extremely cautious in this respect and focused on a
small number of genes and polymorphisms. The focus is on candidate genes for which there
are positive findings in meta-analysis, and in this case we publish both positive and negative
findings (Grevet et al.,, 2007; de Cerqueira et al., 2010), including response to treatment
(Contini et al., 2010a,b) in this Brazilian sample. Therefore, the decision to study the NR3C2
gene is an exception to this rule, motivated by the wish to study for the first time specifically
this gene which codifies the main receptor involved in the initial triggering of stress response
(de Rijk et al. 20006).

Taken together, findings presented are preliminary and provide only suggestive
evidence for a possible role of NR3C2 in ADHD severity. A more detailed analysis of the

gene, including other polymorphisms is also necessary.
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Table 1. Genotype and allele frequencies of the MRIISOV polymorphism in adult ADHD

subjects and controls

ADHD Controls Analysis
(n=478) (n=597)
Mean  (£SD) Mean (£SD) x’ P
MRI180V genotype n % n %
Iso/Iso 388 81.2 461 77.2 2.71 0.26
Iso/Val 86 18.0 128 21.5
Val/Val 4 0.8 8 1.3
Allele frequencies n % n %
Iso 862 90.2 1050 87.9 245  0.11
Val 94 9.8 144 12.1

ADHD - attention-deficit/hyperactivity disorder
! Continuity correction was applied for the tests.
? The number of missing values may differ for each analysis
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Os aspectos mais especificos referentes aos resultados obtidos nesta dissertacao foram
discutidos no artigo cientifico (capitulo 3). No presente capitulo serdo mencionados alguns
aspectos mais gerais deste trabalho que ndo puderam ser incluidos nos artigos.

Nossa hipotese inicial era de que o polimorfismo MRII80V estaria associado ao
TDAH, devido as evidéncias de que o eixo HPA de pacientes com TDAH desempenharia uma
resposta inadequada a eventos de estresse (Lackschewitz e cols., 2008; van West e cols., 2009;
Ma e cols., 2011). Tendo em vista que o MRI180V estd envolvido ativamente na regulagdo do
eixo HPA (de Rijk e cols., 2006), polimorfismos neste gene sdo claros candidatos ao
desencadeamento do TDAH. Nossos resultados, entretanto, ndo corroboram a hipdtese inicial.
Nao ha diferengas estatisticamente significativas no que se refere a associagdo caso-controle.
Por outro lado, houve uma associagao significativa, porém fraca, entre medidas de desatengao
e de hiperatividade/impulsividade com adultos com TDAH portadores do alelo Val em relagao
a adultos com TDAH nao portadores.

Estamos cientes de que a variabilidade da resposta ao estresse ¢ multifatorial (El Hage
e cols., 2009; Gillespie e cols., 2009). Dessa forma, existem outros polimorfismos nos genes,
como os presentes nos receptores GR e MR (de Rijk, 2009), que também podem influenciar
este transtorno e a propria manutencdo do eixo HPA (de Rijk e cols., 2011) que necessitam ser
estudados em conjunto com o MRI180V em amostras de pacientes TDAH. Além disso, um
dos genes mais estudados quanto a suscetibilidade ao estresse, depressdo e tracos da
personalidade envolvidos com ansiedade ¢ o gene do transportador da serotonina (5-HTT)
(Anguelova e cols., 2003; Kuzelova e cols., 2010). Dentre as associa¢des positivas entre genes
candidatos ao TDAH descritas na meta-analise de Gizer e cols. (2009) (Ver em Capitulo 1),

encontra-se esse gene. Um polimorfismo de dele¢do/insercdo (5-HTTLPR) mostrou-se
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funcional (Nakamura e cols., 2000). Em um estudo prévio envolvendo uma parcela da
presente amostra de adultos foi verificada associacao entre o alelo S do 5S-HTTLPR e maiores
escores de desatengdo, procura por novidades e dependéncia a drogas (Grevet e cols., 2007).
Diante da importancia que o 5-HTTLPR tem dentro da vulnerabilidade ao estresse, depressao
e ansiedade, o nosso grupo continua estudando mais detalhadamente esse gene, porém ainda
nao ha dados suficientes para a inclusdao nessa dissertacdo. Uma perspectiva ¢ a analise
envolvendo possiveis interagdes entre polimorfismos dos dois genes. Além disso, uma
possibilidade interessante ¢ o estudo de possiveis interagdes com variagdes genéticas nos
genes alvo dos receptores esteroides.

Estudos de associacdo que envolvem um Unico gene precisam ser vistos com cautela,
uma vez que sdo potencialmente sujeitos a publicagdo seletiva dos achados positivos, muitos
dos quais ndo sao replicados posteriormente. Os trabalhos do nosso grupo buscam publicar
tanto os resultados positivos, quanto negativos, evitando assim esse risco. A decisdo de estudar
pela primeira vez o NR3C2 partiu de uma hipdtese motivada especificamente porque este gene
codifica o principal receptor envolvido no desencadeamento inicial da resposta ao estresse (de
Rijk e cols., 2006). Tendo em conta esse resultado instigante, estamos buscando parcerias
cientificas para replicar esse achado em outras amostras de adultos com TDAH. A
confirmagdo do papel desse gene so vird idealmente quando, além da eventual replicagdo dos
dados, tivermos um nimero de estudos suficiente para a realizagdo de uma meta-analise com
resultado positivo. Vale destacar que estudos de varredura gendmica identificaram a regido
gendmica do gene NR3C2 como relevante para a inteligéncia (Pan e cols., 2011) e para a
gravidade do tabagismo (Berrettini e cols., 2008), o que reforca a importincia do estudo desse

gene dentro dos transtornos psiquiatricos e variaveis relacionadas.
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Portanto, os resultados preliminares apresentados fornecem evidéncias sugestivas de
um papel do gene NR3C2 na gravidade do TDAH. Eles sugerem que esse gene merece mais

estudos, incluindo outros polimorfismos € em amostras maiores.
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A. Termo de Consentimento Informado — casos

TERMO DE CONSENTIMENTO INFORMADO

Informagéo sobre o Estudo com Transtorno de Déficit de Atencao e Hiperatividade em Adultos
(TDAHA)

Prezado(a) Senhor(a):

Somos um grupo de pesquisadores da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) e do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) e pretendemos estudar a relagdo entre Transtorno de Déficit
de Atengéo e Hiperatividade no Adulto (identificado com a sigla TDAHA) e suas caracteristicas genéticas.
Este € um transtorno freqiiente em adultos, acometendo cerca de 3 em cada 100 pessoas. O TDAHA tende a
prejudicar o rendimento e o progresso da pessoa em diferentes areas da vida, como trabalho e
relacionamento social, mas raramente é visto como transtorno (em geral as pessoas acham que ¢ falta de
forca de vontade, de carater, etc.). E um problema que com freqiiéncia também se associa a outros, como
uso de drogas e alcool ou alteragdes ciclicas de humor (altos e baixos, também descritos como Transtorno
Bipolar de Humor). Existe uma impresséo de que o tipo de maior complicagdo, que é o com Hiperatividade,
tenha bases genéticas diferentes daquele que tem somente Desateng&o.

As pessoas selecionadas para o estudo serdo submetidas a uma avaliagdo psiquiatrica que sera
mantida sob sigilo absoluto. Se houver um diagndstico psiquiatrico (Sindrome Psiquiatrica) esse sera
comunicado ao paciente. Esforgos serdo feitos no sentido de orienta-lo e encaminha-lo para o tratamento
adequado, dentro dos recursos do HCPA e da comunidade. O aconselhamanento genético, quando
necessario, sera oferecido pela equipe sob superviséo do geneticista membro da Equipe Professor Dr. Claiton
Henrique Dotto Bau.

Caso o paciente preencha os critérios para o diagnéstico de TDAHA, sera coletada 1 (uma) amostra
de 10 mililitros (ml) de sangue no Laboratorio do HCPA. Esta amostra sera utilizada para a separagéo do
material genético nela contido na forma de Acido Desoxirribonucléico, conhecido como DNA, ou ADN. A partir
deste material extraido, serdo estudadas mutagdes que fazem que seu portador possua um funcionamento
mental alterado. O material coletado sera guardado no Laboratério de Biologia Molecular do Professor Claiton
Bau, no Campus do Vale da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, de uma forma especial sem
descricdo de nome, e com um numero de cddigo com chave de conhecimento exclusivo dos pesquisadores,
para estudos posteriores de associagdo de outros genes como subtipos especiais desta doenga. Quaisquer
novos estudos serdo submetidos previamente & aprovacao pelo Comité de Etica em Pesquisa.

Em caso de qualquer dlvida, os pacientes sdo orientados a entrar em contato com o pesquisador
Responsavel, Dr. Paulo S. Belmonte de Abreu (fones 3316-8413 e 9191-1644) ou os executores deste
trabalho, Dr. Eugénio Horacio Grevet (fone 3333-3734) e Dr. Carlos Alberto Iglesias Salgado (fone 3330-
7818). Uma Copia do Consentimento Informado ficara com o paciente.

Porto Alegre, de de 200__.

Eu, recebi as orientagbes
necessarias para entender o presente estudo, assim como li a Informag&o do mesmo.

Paciente Responsavel Pesquisador
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B. Termo de Consentimento Informado — controles

Voluntario n.°

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Informagao sobre o estudo do transtorno de déficit de atengao e hiperatividade em adultos (TDAH)
Prezado(a) Senhor(a):

Somos um grupo de pesquisadores da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) e do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) que estuda o transtorno de déficit de atengdo e
hiperatividade no adulto. Popularmente, este franstorno costuma ser chamado de Déficit de Atengao. Este
€ um franstorno freqliente nos adultos, que acomete cerca de 8 milhdes de brasileiros. Pessoas com Déficit
de Atengao apresentam prejuizos no rendimento em diferentes areas da vida como nos estudos, no trabalho
€ no convivio familiar e social.

No momento, estamos interessados em estudar pessoas que NAO apresentem Déficit de Atengdo.
Por isso, estamos lhe convidando para participar de uma avaliagao psiquiatrica, como voluntario, para saber
se vocé apresenta ou ndo Déficit de Atengio.

Se vocé apresentar o diagnéstico de Déficit de Atengao, podera optar por ser atendido(a) em nosso
ambulatério gratuitamente.

Se vocé_NAO apresentar Déficit de Atengo, uma entrevista psiquiatrica completa lhe sera oferecida
para o levantamento de outros problemas psiquiatricos.

Se vocé apresentar qualquer outro problema emocional faremos o esforgo possivel no senfido de
orienta-lo e encaminha-lo para o tratamento adequado e compativel com sua situagdo financeira, dentro dos
recursos da comunidade.

Esta avaliagéo sera mantida sob absoluto sigilo.

No momento que vocé estiver doando sangue, sera coletada 01 (uma) amostra de 10 mililitros (ml)
para nosso estudo. Esta amostra de sangue sera utilizada EXCLUSIVAMENTE para a avaliagdo de alguns
genes relacionados ao franstorno.

O material extraido e os dados coletados na entrevista serdo utilizados para fazer comparagdes entre
pessoas que tem Déficit de Atengéo e pessoas que n&o temo franstorno.

0 sangue sera guardado no Departamento de Genética da UFRGS aos cuidados do professor Dr.
Claiton Henrique Dotto Bau.

Este material sera guardado de uma forma especial sem descrigdo de nome. Apenas com um nimero
de cddigo de conhecimento exclusivo dos pesquisadores.

Se este material vier a ser usado em pesquisas cientificas posteriores, vocé sera consultado para
saber se aceita ou ndo que isto seja feito. Quaisquer novos estudos serdo submetidos previamente a
aprovagao pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de Clinicas.

Em caso de qualquer duvida, ou desejo de que seu sangue seja retrado de nosso estudo, vocé pode
enfrar em contato pelo telefone com os pesquisadores responsaveis:

Dr. Claiton Henrique Dotto Bau (3308-6718)

Dr. Paulo Belmonte-de-Abreu (3346-2977)

Dr. Eugenio Horacio Grevet (3321-2347 e 9987-7602)

Dr. Eduardo Vitola (3594-1153 e 91056254)

Porto Alegre de de20__ .

Eu, recebi as orientagdes necessérias para entender o
presente estudo, assim como li a Informagao do mesmo.

Assinatura do voluntario Assinatura do pesquisador

Obs: Uma via deste documento ficara com vocé e outra com a equipe de pesquisa.
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C. Aprovacio da Comissio de Etica — casos

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

COMISSAO CIENTIFICA E COMISSAO DE PESQUISA E ETICA EM SAUDE

RESOLUGAO.

A Comissdo Cientifica e a Comissia de Pesquisa e Etica em Sautde, que é reconhecida pela Camissio
Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP)/MS como Comité de Etica em Pesquisa do HCPA e pelo Office

For Human Research Protections (OHRP)/USDHHS, como Institucional Review Board (IRB0000921)
analisaram o projeto:

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

Pesquisadores:

PAULO SILVA BELMONTE DE ABREU
CLAITON H. 0. BAU

EUGENIO GREVET

CARLOS ALBERTO IGLESIAS SALGADO
BETINA CHAIT

Titulo: ESTUDQ DAS BASES MOLECUL ARES DO TRANSTORNQ DE DEF ICIT DE
ATENGAO/HIPERATIVIDADE EM ADULTOS

Este projeto foi Aprovado em seus aspectos éticos e metodoldgicos, inclusive quanto ao seu Termo.de
Consentimento Livre e Esclarecido, de acordo com as Diretrizes e Normas Internacionais e Nacionais,
especialmente as Resolugdes 196/96 e complementares do Conselho Nacional de Satde. Os membros do
CEP/HCPA néo participaram do processo de avaliagéo dos projetos onde constam como pesquisadores.
Tada e qualquer alteracéo do Projeto, assim como os eventos adversos graves, deverdo ser comunicados
imediatamente ao CEP/HCPA.

Par pertencer a.uma 4rea tematica especial este projeto somente podera ser iniciado ap6s a sua aproyagio
pela Comiss&o Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP).

/// Po 0 Alegre, 25 de janeiro de.2002.

Profa. Themis Reverbel da S(Ivelr
Coordenadora do GPPG_e CEP-HCPA
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D. Aprovacio da Comisséo de Etica — controles

v HCPA - HOSPITAL DE CLINICAS DE PORTO ALEGRE
Grupo de Pesquisa e P6s-Graduagao
COMISSAO CIENTIFICA E COMISSAO DE PESQUISA E ETICA EM SAUDE

_REsolugho

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

Projeto: 01-321

Pesquisador Responsavel: ]
|PAULO SILVA BELMONTE DE ABREU ]

Titulo:  ESTUDO DAS BASES MOLECULARES DO TRANSTORNO DE DEFICIT DE
ATENCAO/HIPERATIVIDADE EM ADULTOS

Data da Versao:
TCLE GRUPO CONTROLE 28/12/2007

Este documento referente ao projeto acima foi Aprovado em seus aspectos éticos e metodoldgicos, de
acordo com as Diretrizes e Normas Internacionais e Nacionais, especialmente as Resolugdes 196/96 e
complementares do Conselho Nacional de Salde.

Porto Alegre, 02 de janeiro de 2008.

Coordenadofa doGPPG e CEP-HCPA
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