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INTRODUCAO

O transtorno de déficit de atencao/hiperatividade (TDAH) esta entre os
transtornos mentais mais comuns na psiquiatria de criangas e adolescentes. A
prevaléncia deste transtorno tem apresentado grande variagdo nos estudos ja
realizados, a qual tem sido atribuida a diferengas metodolégicas nos mesmos ' 2. A
maioria dos estudos de prevaléncia descreve taxas entre 3 e 10 % em criangas em
idade escolar > *°.

Criancas com TDAH sao caracterizadas pelo inicio precoce dos sintomas
nucleares de desatencao, hiperatividade e impulsividade. A dimensio de desatengao
inclui comportamentos como distracao, dificuldade de concentragéo, de organizagao e
finalizacdo de tarefas. Inquietude e fala excessiva sdo sinais de hiperatividade. A
impulsividade pode ser reconhecida principalmente em atividades em grupo: a crianga
interrompe as outras, tem dificuldade em esperar pela sua vez e troca de atividades
facilmente. Em amostras clinicas, o transtorno é cerca de 3 vezes mais comum em
meninos do que em meninas, as quais apresentam ainda menos hiperatividade e
impulsividade “°%.

O TDAH tem um enorme impacto na sociedade em termos de custo financeiro,
girando, nos Estados Unidos, em torno de US$ 30 bilhdes ao ano ® Também é
significativo este impacto em relagdo a estresse para as familias, abandonos
escolares, e seu potencial para levar & criminalidade e abuso de substancias '*'*. O
TDAH esta associado a maior risco de baixo desempenho escolar, repeténcias,
suspensodes e expulsoes, dificuldades de relacionamento com familiares e com pares,
violagdes de transito e acidentes automobilisticos, assim como prejuizo na vida adulta
nos relacionamentos sociais, maritais e profissionais 1516 Em mais de 50 % dos casos
existe comorbidade com transtornos do aprendizado, transtorno do humor e de

ansiedade, transtornos disruptivos do comportamento e transtornos de abuso de



substancias e de alcool, tornando o progndstico ainda pior . Além desses fatores,
criancas que experimentam o fracasso precocemente, o que € comum no TDAH, sao
muito vulneraveis a uma ampla gama de complica¢des psicossociais. Essas, por sua
vez, podem levar a problemas crbénicos em diferentes esferas da vida, persistindo
mesmo quando os sintomas nucleares remitiram total ou parcialmente ao longo dos
anos.

As causas do TDAH ainda ndo estdo esclarecidas, mas tanto fatores
ambientais como genéticos tém sido implicados. Ha evidéncias sugerindo que

aspectos ambientais pré-natais possam contribuir na etiologia do TDAH. Exposicao

direta a nicotina pela mae durante a gravidez tem sido associada ao TDAH em

20;21

estudos com amostras clinicas . Um forte suporte para o componente genético na

etiologia do TDAH tem surgido de estudos de familias, de gémeos e de adogdo 2. O
modo de transmissado nao esta claro ainda, mas é provavel que seja pela influéncia de
varios genes em conjunto, cada um contribuindo com um pequeno efeito. Varios
estudos moleculares tém sido realizados na tentativa de esclarecimento destes

aspectos. Estudos de associagao tem se focado nos genes que regulam o sistema de

neurotransmissdo dopaminérgica, baseado nas teorias dopaminérgicas do TDAH 2324,

Ha também evidéncias de que o sistema de neurotransmissao noradrenérgica esteja

implicado no TDAH %°. Mais recentemente alguns estudos tém associado os genes

noradrenérgicos com maiores escores de desatencgéo 2%

Sendo o TDAH uma sindrome bastante heterogénea na sua apresentacdo

fenotipica 2%, diversas estratégias tém sido propostas para reduzir essa

| 29-32

heterogeneidade. Entre elas ressaltam-se estudos de analise fatoria , analises de

28;32-35

classes latentes e andlises baseadas na agregacao de comorbidades aos

36

sintomas nucleares do transtorno Baseada principalmente nos resultados de

analises fatoriais em diversas culturas, o DSM-IV propde a divisdo do TDAH em trés
tipos: predominantemente desatento, predominantemente hiperativo/impulsivo e

combinado 3. J& a classificacdo oficial de transtornos mentais no Brasil (CID-10) **



somente estabelece o diagnéstico de Perturbagdo da Atividade e Atencado (F90.0)
dentro do grupo dos Transtornos Hipercinéticos (F90). Para este diagndstico da CID-
10 ha a necessidade da ocorréncia tanto de sintomas de hiperatividade como de
desatencdo, sendo portanto menos flexivel quanto a proposta de reducdo da
heterogeneidade clinica.

O estudo dos diferentes tipos de TDAH se reveste de fundamental importancia
clinica. Em primeiro lugar, o perfil de comorbidades ¢é diferente de acordo com o tipo
de TDAH. As criancas com TDAH com predominio de hiperatividade sdo mais
impulsivas, agressivas e apresentam altas taxas de sintomas de transtorno de
conduta, por outro lado, as criangas com TDAH predominantemente desatento
parecem apresentar taxas mais elevadas de ansiedade, depressao e disfuncao social
%8 Em segundo lugar, a proporgdo masculino/feminino também é diferente de acordo

com o tipo de TDAH. Por exemplo, Biederman et al.*

encontraram que O Sexo
feminino estava mais associado ao tipo predominantemente desatento. Finalmente,
embora em amostras nao referidas o TDAH com predominio de desatencao
represente uma proporcao alta dos casos’, claramente em amostras referidas ha uma
subestimacdo destes e uma super-representagdo de casos combinados “°. Como a
maioria dos estudos atuais de fatores associados, de risco e mesmo estudos
modernos de genética molecular tém como base amostras referidas, uma parcela
significativa dos individuos com TDAH (aqueles com predominio de desatencéo) nao
vém recebendo atencao especifica das investigacbes na area. Vale ainda lembrar que
a remissao dos sintomas nucleares do TDAH ao longo do ciclo vital apresenta padrdes
diferentes. A hiperatividade e a impulsividade apresentam taxas de remissdo maiores.
Ja as caracteristicas de desatencdo, desorganizacéo e disfungédo executiva sdo mais
persistentes ao longo dos anos, com o potencial de gerar danos geralmente até a vida
adulta *.

Assim, este projeto vem colaborar para um melhor entendimento deste tipo de

TDAH, especificamente de seus aspectos etiolégicos, pela integracao dos aspectos



ambientais e genéticos. Um maior conhecimento permitira uma melhor caracterizagao
de diferentes tipos da doenca, determinando condi¢des mais especificas, e, portanto,
mais sujeitas a intervengbes mais eficazes. Além disso, a vulnerabilidade ao TDAH
podera ser detectada precocemente, desenvolvendo-se, conseqlentemente,
estratégias de prevencéo.

A presente tese é composta de duas partes. A primeira compreende uma
revisdo da literatura cientifica sobre o TDAH com predominio de desatencédo e os
aspectos genéticos e ambientais ligados a etiologia deste transtorno. A segunda parte
€ composta pelos objetivos deste estudo e os artigos resultantes deste projeto. Com

isso, atendendo as exigéncias para qualificagao de doutor deste pds-graduacgao.



REVISAO DA LITERATURA

TDAH COM PREDOMINIO DE DESATENCAO

As tentativas para definir subtipos de TDAH iniciaram na década de 70 e entao
com o DSM lll (American Psychiatric Association*? ficou oficialmente estabelecida uma
definicao de 2 subtipos clinicos: transtorno de déficit de atengdo (TDA) com
hiperatividade e o TDA sem hiperatividade. Com o surgimento do DSM Il R *®, que via
o TDAH como uma entidade diagnéstica unica, houve uma redugdo no numero de
estudos com o objetivo de diferenciar subtipos. Contudo, continuaram aparecendo
artigos que davam suporte ao conceito sustentado pelo sistema classificatério do DSM
Il que incluia os subtipos do transtorno *“**’ *®. Com o advento do DSM IV 3, o
transtorno foi novamente considerado como sendo bidimensional, consistindo de
grupos de sintomas de desatencdo e hiperatividade/impulsividade, de onde os 3
subtipos podem ser derivados: tipo predominantemente desatento(D), tipo
predominantemente hiperativo-impulsivo (HI) e tipo combinado (C).

Se os subtipos de TDAH do DSM IV tém significado clinico, espera-se que eles
sejam distinguiveis também por critérios externos e ndo sé pelos sintomas que os

definem “°,

Diversos estudos tém sido publicados apontando diferencas no
funcionamento social, académico e comportamental entre os subtipos de TDAH %02,
sendo que a maioria destes tem envolvido basicamente amostras clinicas "°>%. Estes
estudos encontraram de forma consistente que os subtipos exibem diferentes padrées

57

de prejuizo de acordo com as dimensdes de sintomas apresentadas e muitos

autores concordam que as maiores diferencas sao encontradas entre o tipo desatento
e os demais 38°%%9,

Ao pesquisar a prevaléncia dos tipos em amostras clinicas observa-se que

55% dos pacientes apresentam TDAH-C, enquanto 27% sdo com predominio de
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desatencdo °°. No nosso meio, em uma amostra clinica de 285 pacientes com TDAH
encontrou-se uma prevaléncia de 62,5% para o tipo combinado, 26,5% para o

40 Em amostras ndo clinicas a

desatento e 11,2% para o hiperativo-impulsivo
prevaléncia de TDAH-D é bem maior. Graetz et al. ' encontraram uma prevaléncia 3,7
% de desatentos (equivalente a praticamente 50% dos casos com TDAH), sendo este
mais comum que os demais subtipos, cada um com taxas de prevaléncia de 1,9 %.
Estes resultados s&do consistentes com estudos prévios com amostras comunitarias
8290 Em recente publicagdo, Woo & Rey °' afirmam que, como um todo, os estudos
apontam que o tipo desatento € o0 mais comum, com aproximadamente metade dos
casos.

Diferencas entre os subtipos também foram encontradas em alguns estudos
em relagao a idade e ao género, sendo os individuos do tipo desatento mais velhos e
predominantemente do sexo feminino "**. Esta diferenga de idade talvez se deva ao
fato de que os sintomas do TDAH tém uma manifestacdo diferente ao longo dos
estagios desenvolvimentais, visto que o declinio dos sintomas ocorre de maneira
diferenciada, sendo a desateng¢ao o sintoma com menor taxa de remissao 41,

As criangas com TDAH-D parecem apresentar taxas mais elevadas de
ansiedade, depressao e disfuncao social, enquanto as dos outros subtipos sdo mais
impulsivas, agressivas e apresentam altas taxas de sintomas de transtorno de conduta
(TC) 38925 Contudo, ha estudos mostrando resultados diferentes. Power et al °°
descreveram niveis semelhantes de ansiedade nos subtipos desatento e combinado,
quando a severidade dos transtornos externalizantes foi controlada. Alguns estudos
que compararam os 3 subtipos mostraram maiores taxas de ansiedade e depressao
nos subtipos desatento e combinado, indicando que se ha diferenca neste aspecto
seria em relagdo ao subtipo com predominio de hiperatividade "°%¢’.

A maioria dos estudos conclui que o TDAH na auséncia de TC ndo aumenta o

risco para o uso de drogas %®°°. Contudo, isto parece ndo ser verdade para o subtipo

desatento. Flory et al "° avaliaram 481 adultos jovens e encontraram que a presenca
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de sintomas de desatencado interagindo com sintomas de TC predizia desfechos de
uso e dependéncia de drogas. Nessa mesma direcdo, Tapert et al "' documentaram
que adolescentes com dificuldades atencionais apresentavam risco significativamente
maior de uso problematico de alcool e drogas oito anos apés o diagnéstico do que
aqueles adolescentes sem essas dificuldades. Os achados se mantiveram mesmo
apo6s controle para iniUmeros fatores de confusdao, como TC. Também em relagao ao
fumo de cigarros, ha um estudo em amostra comunitaria que encontrou maior
associacdo com o subtipo com predominio de desatencdo "%

Carlson et al ™

publicaram o primeiro estudo a sugerir que estudantes
portadores de TDA sem hiperatividade tém um risco maior para apresentar problemas
académicos, particularmente no desempenho de matematica, comparados com os

hiperativos. J& com os critérios do DSM IV, Morgan et al "

relataram que o subtipo
desatento apresentava maior taxa de transtornos do aprendizado em matematica.
Num estudo com amostra comunitaria, Todd et al *° encontraram pior desempenho
académico e maior uso de recursos de educagdo especial para criangas e
adolescentes com TDAH-D e TDAH-C. Esses dados somados a outros estudos bem
desenhados indicam que o tipo com predominio de desatencdo parecem apresentar,
conjuntamente com o tipo combinado, uma taxa mais elevada de comprometimento
académico 801626365,

Antes da publicagdo do DSM IV * trés estudos controlados investigaram
possiveis diferencas entre os subtipos de TDAH em relagao a testes neuropsicoldgicos
direcionados especificamente a comprometimento de lobo frontal apresentando
resultados divergentes. Em um destes estudos foi concluido que havia falta de
evidéncias que apontassem para a existéncia de perfis diferentes cognitivos entre os
subtipos de TDAH 3 Nos outros dois, os resultados mostraram diferencas
significativas em apenas algumas variaveis investigadas, ndo permitindo inferéncias
15;76;77_

maiores sobre distintos desempenhos neuropsicolégicos entre os subtipos

Barkley, Du Paul e McMurray ' haviam postulado que criancas com o subtipo
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desatento (que denominaram sem hiperatividade) apresentavam mais problemas com
a memoria, destreza visomotora e velocidade de processamento cognitivo geral.

Com o advento do DSM IV surgiram outros estudos tentando verificar
diferencas neuropsicolégicas entre os subtipos do TDAH. Faraone et al ’ nZo
encontraram diferengas nas medidas neuropsicoldgicas entre os subtipos. Klorman et
al ® relataram um pior desempenho nas funcdes executivas no subtipo combinado. No
nosso meio, Schmitz et al "® em estudo avaliando com testes neuropsicoldgicos os trés
subtipos do TDAH encontraram que o grupo de desatentos e o de combinados tiveram
pior desempenho, sendo que os desatentos foram os mais prejudicados no teste que
avalia mais especificamente o funcionamento do lobo frontal. Alguns autores relatam,
ainda que os individuos com TDAH com predominio de desatengdao demonstram
grande dificuldade nas tarefas que requerem controle mental, tais como mudanga de
objetivos e planejamento enquanto os do tipo combinado demonstram mais déficit na
inibicdo do comportamento °90:80-82,

Piek et al ®, num estudo avaliando habilidade motora entre os subtipos de
TDAH, encontraram que meninos com predominio de desatencdo tinham pior
habilidade motora fina. Mais interessante foi o achado de que a severidade da
sintomatologia de desatencdo foi um preditor significativo de dificuldades de
coordenagdo motora. Outros estudos também sugerem que meninos com sintomas de
desatencdo tém capacidades motoras mais pobres 34%°.

As criancas desatentas podem apresentar um nivel mais alto de isolamento
social e retraimento *¥®. Alguns autores sugerem que criancas com TDAH com
predominio de desatencao sofrem de inabilidade social , 0 que pode ser o cerne da
imaturidade (com o isolamento ha pouca oportunidade de aprender habilidades sociais
de forma apropriada) ou da ansiedade e da relutancia de participar em atividades de
grupo "® num estudo com amostra comunitaria, evidenciaram que as criangas

desatentas foram pontuadas como tendo menos auto-estima, mais problemas sociais

€ maiores problemas com os professores do que os hiperativos. O impacto emocional
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que os problemas das criangas causam nos pais também foi maior no grupo de
desatentos.

Com relagao ao TDAH na vida adulta, sabe-se que alguns sintomas relatados
na infancia podem desaparecer enquanto o impacto de outros sintomas torna-se ainda
mais evidente, simplesmente porque mais associado a comprometimento funcional.
Nesse contexto, os déficits atentivos passam a se associar com comprometimento da
memoria e freqlente comprometimento funcional uma vez que as demandas da vida
adulta sdo maiores e mais complexas. E € importante lembrar que os pais deste adulto
com TDAH, normalmente, nao estdo mais exercendo o papel que tinham na infancia,
quando funcionavam freqlientemente como fonte continua de auxilio na organizacao
e no planejamento , além de exercerem reforco no desempenho de atividades que
demandavam atencgao.

Por fim, é importante salientar que a maioria dos estudos com amostras tanto
clinicas quanto nao referidas incluem casos com até cinco sintomas de hiperatividade
(abaixo do ponto de corte da DSM-IV) no grupo de TDAH com predominio de
desatengao. Esse ponto de corte embora possa ter sentido nosografico, ndo tem maior
sentido do ponto de vista neurobiolégico. Assim, esse artefato classificatorio pode
contribuir para a dificuldade de diferenciacdo em relacdo a diversos desfechos entre
os subtipos combinado e desatento em muitos estudos.

Em resumo, ja se passaram mais de 10 anos da publicagdo do DSM IV e ainda
nao ha um corpo de estudos que apdie com consisténcia a validade do TDAH com
predominio de desatencdo. Parece que a nova classificacdo aumentou a prevaléncia
do TDAH, talvez refletindo justamente o acréscimo deste subtipo ?°. O TDAH-PD
parece apresentar um padrdo Unico de prejuizos associados, sendo este mais
caracterizado por problemas académicos e de mais longa duragdo. Assim, levando em
consideracdo o exposto acima, fica claro que ha a necessidade de uma maior

investigacao sobre este subtipo especifico de TDAH.
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TDAH E FUMO NA GESTACAO

A questado do fumo na gravidez tem provocado uma preocupagdo aumentada
desde os anos 60 e tem contribuido para um crescente corpo de estudos averiguando
os possiveis efeitos do fumo em geral e do fumo na gravidez em particular.

8287 com cifras em

Nos EUA, 46 estados processaram a industria do tabaco
torno de US$ 360 bilhdes. Estes estados alegaram que o fumo materno tem relagéo
causal com complicagdes no nascimento e desfechos neuroldgicos adversos .

O fumo na gravidez tem diminuido significativamente nas ultimas décadas, mas
estima-se que entre 13 e 34% das gestantes ainda fumem diariamente %%, A maioria
destas mulheres é jovem, solteira e de baixo nivel sécio econédmico 8 O fumo na
gravidez afeta o feto principalmente por causa dos efeitos téxicos indiretos. Um
exemplo destes é a restricdo do fluxo sanguineo a placenta por causa dos efeitos
vasoconstritores das catecolaminas liberadas das adrenais e das células nervosas
ap6s ativacdo pela nicotina °'. A nicotina passa rapida e completamente pela barreira
placentaria, sendo que as concentragbes no feto sao geralmente 15% acima dos
niveis maternos %.

Os efeitos adversos do fumo materno na gravidez foram descritos pela primeira
vez por Simpson & Linda ®. Os efeitos danosos relatados desde entdo incluem néo
somente complicacdes perinatais como prematuridade e baixo peso ao nascer %%
mas também anormalidades clinicas mais especificas no neonato como hipertensao
% fissuras na cavidade oral ¥) e fungdo pulmonar anormal . Também tem se visto
que a nicotina afeta o desenvolvimento cerebral. Estudos com animais demonstraram
diminuig¢ao do fluxo sangliineo cerebral e diminuicdo do peso total do cérebro em fetos

expostos & nicotina *2.

Estes achados podem estar relacionados a menor
circunferéncia craniana em filhotes de “maes fumantes” *. Recentemente, Roy et al '®°
encontraram que exposi¢cao pré-natal a nicotina provocou alteragcbes estruturais e

comprometeu a maturagdo neuronal. Ainda, estas alteragdes iniciais influenciaram
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profundamente o desenvolvimento de células que surgiram posteriormente ou durante
a vida pos-natal.
Resultados de estudos com animais também indicam que a exposi¢cao pré-

natal a nicotina pode resultar em caracteristicas de hiperatividade na prole '*’

) e que
estes efeitos sdo duradouros "%, Os mecanismos possiveis podem ser relacionados a
modulacdo do sistema dopaminérgico e a um aumento do numero de receptores
nicotinicos 1%%1%4,

Embora a exposi¢do pré-natal a nicotina tenha levado ao desenvolvimento de

sintomas tipo TDAH em animais de laboratério '®'% permanece incerto se a

exposicdo a nicotina no utero leva a hiperatividade em humanos, ou se fatores
biolégicos compartilhados contribuem para o desenvolvimento de hiperatividade e
adicdo a nicotina. Por exemplo, adultos com TDAH iniciam a fumar mais cedo ' e
demonstram taxas aumentadas de uso de nicotina e mais dificuldade em programas
para parar de fumar '°® comparados com controles sem TDAH. Também a nicotina e
certas medicagdes usadas no tratamento do TDAH tem efeitos semelhantes nos
centros mesolimbicos cerebrais "¥'"°.

Outros fatores perinatais também influenciam o risco para sintomas de TDAH.
A ocorréncia de déficits de atencdo é muito alta entre criangas com baixo peso
significativo ao nascer '"". Baixo peso ao nascer tem demonstrado ser um fator de
risco geral para problemas comportamentais na infancia ''2.

Exposicdo pré-natal a nicotina também pode causar outros problemas

113

neurodesenvolvimentais e neurocomportamentais Atraso de desenvolvimento

| "' e comportamento impulsivo "', tém sido relatados em bebés e criancas

intelectua
mais velhas que foram expostos a nicotina durante o periodo intrauterino. Contudo,
Linnet et al '"® em revisdo sobre esse assunto, relataram associagdes inconsistentes
entre fumo pré-natal e capacidades desenvolvimentais e intelectuais a longo prazo.

A literatura sugere que o fumo durante a gravidez estd associado com

transtornos de conduta e comportamentais (externalizantes) mais do que com
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transtornos emocionais (internalizantes), sendo que os efeitos danosos em meninos
podem ser mais pronunciados do que em meninas "8,

Considerando que o TDAH ¢ freqlientemente comorbido com transtorno
de conduta (TC) "'%'?° e que o fumo na gravidez pode aumentar o risco de TC de 2 a 4

115;117;121;122

vezes , esta comorbidade pode também confundir os estudos de fumo na

gravidez e TDAH. Visto que TDAH, TC, transtornos de uso de substancias e transtorno

10;38;123-126
)

de personalidade anti-social sdo conhecidos por coexistirem em familias a

associagao presumida entre fumo na gravidez e TDAH pode ser mediada por outro

115

transtorno. Por exemplo, Weissman et al ajustaram seus resultados para

diagnésticos psiquiatricos parentais (outros que nao TDAH), enquanto que Milberger et
al 2"'?" nao ajustaram para TC ou transtorno de personalidade anti-social nos estudos
prévios que documentaram um risco aumentado para TDAH na prole na presenca de
fumo durante a gravidez. Portanto, os achados negativos de Weissman et al '™ com
relacdo ao TDAH podem ter resultado do controle estatistico para TC e ndo de uma
falta de poder estatistico. Assim fica evidente a necessidade da avaliagao de fatores
de confusao no estudo da associacao entre TDAH e fumo na gravidez.

Estudos retrospectivos investigaram se fumo na gravidez esta relacionado a

desatencgao ou hiperatividade em criangas. Algumas dessas investigagdes encontram

20;115;128;129 121;130;131

efeitos significativos , enquanto outras nao . Além de problemas
metodolégicos como avaliagao retrospectiva de fumo pré-natal, outras limitagbes
incluem avaliacdo de fumo somente como uma variavel dicotémica, ndo relato de
resultados por género, estudo restrito a um tipo de sintoma (p.ex., desatengédo ou
hiperatividade) e uso de amostras nao representativas.

Estudos de caso-controle apoiaram a hipétese de que exposi¢cao pré-natal a
nicotina pode resultar em sintomas de TDAH. Milberger et al *"'"*’encontraram um
risco 2.7 vezes maior para TDAH associado com fumo materno em 140 casos e 120

controles e um risco 4.4 vezes aumentado para TDAH em seus 303 irmaos de alto

risco. Os resultados do estudo de Mick et al %, baseado na re-andlise dos dados de
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Milberger et al 2"'?" e acrescidos de dados de uma amostra de meninas, mostraram
uma menor razao de chances de 2,1 para esse transtorno.

Alguns estudos de seguimento classificaram TDAH de acordo com os critérios
do DSM e coletaram a informagao sobre fumo materno retrospectivamente 121130132
Nenhuma associacdo entre fumo pré-natal e TDAH foi encontrada nestes quatro
estudos.

Maughan et al. "™ encontraram que fumo na gestacdo estava associado ao
transtorno de conduta, mas n&o aos sintomas de TDAH, num estudo prospectivo e de
base populacional. Contudo somente trés itens de TDAH foram avaliados.

Alguns estudos de seguimento mais recentes apresentaram resultados
positivos. Batstra et al '** encontraram apés ajuste para fatores de confusdo como
nivel sécio-econdmico e complicacdes pré e peri-natais, que as criangas de maes que
fumaram na gravidez tiveram mais sinais de déficits de atengdo e maiores niveis de
comportamento inoportuno do que as criangas nado expostas a nicotina intra-utero.
Também criangas de maes fumantes tiveram uma performance pior em tarefas de
aritmética e ortografia. Rodriguez e Bohlin '**> demonstraram que fumo e estresse na
gravidez foram independentemente associados com sintomas posteriores de TDAH na

prole. Kotimaa et al. '

verificaram que, mesmo apos ajuste por sexo, estrutura
familiar, nivel sécio-econémico, idade materna e uso de alcool pela mae, o fumo na
gestagcdo estava associado com hiperatividade. Também uma relagdo dose-resposta
positiva foi vista entre fumo na gravidez e hiperatividade.

Em um estudo de base populacional que avaliou mais de 1.400 pares de
gémeos, Thapar et al. " examinaram se fumo na gravidez estaria associado com
sintomas de TDAH na prole e se este efeito seria adicional as influéncias genéticas.
Esses investigadores demonstraram que fumo na gestagao parece apresentar uma
associagcao com sintomas de TDAH na prole que é adicional aos efeitos dos genes e

nao atribuivel a efeitos de compartiihamento de avaliadores, vieses de referéncia

clinica ou covariagdo com comportamento anti-social. Entretanto, Knopik et al. '*®, em
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um estudo recente avaliando 1936 pares de gémeos, encontraram que O risco para
TDAH nao estava significativamente aumentado nos individuos cujas maes fumaram
durante a gestacéo.

Os resultados dos estudos examinando diferengas entre fumo pré-natal e pds-
natal variaram. No estudo de Weissman et al ''°, fumo pés-parto ndo foi associado
com TDAH na prole. A informagdo sobre exposicdo para este estudo foi coletada
retrospectivamente para um pequeno grupo de sujeitos com idades variando
amplamente entre 6 e 23 anos. Da mesma forma, o fumo materno pré-natal e pos-
natal ndo tiveram nenhum impacto em déficits de atengdo ou impulsividade numa
amostra de individuos com mais de 10 anos de idade ""°.

Dois outros estudos com amostras relativamente maiores de cerca de 2.000
criangas revelaram associagoes estatisticamente significativas entre fumo pds-natal e
hiperatividade (Weitzman et al, 1992) e niveis de atividade (Eskenazi & Trupin, 1995).
Houve uma freqiéncia muito baixa de fumantes exclusivamente pré-natal ou pés-natal

[ 131

no estudo de Weitzman et a , 0 que tornou dificil desvencilhar a contribui¢cao

independente feita por cada variavel. Eskenazi & Trupin "*° primariamente desenharam
seus estudos para testar déficits cognitivos e incluiram somente trés itens de nivel de
atividade pontuada pela mae. E improvavel que os itens selecionados tenham tido
sensibilidade suficiente para capturar o conceito completo de TDAH.

Varios estudos demonstraram que o feto masculino é mais sensivel as
circunstancias intrauterina e peri-natais que contribuem para transtornos do sistema
nervoso central %% Embora trabalhos prévios sugiram que o género pode nao

modificar a relacdo entre fumo na gravidez e TDAH '?’, tem se demonstrado que

115;117

modifica a relagdo entre TC e fumo na gravidez . Os meninos séo hiper-

representados em amostras clinicas, o que pode ocorrer por uma apresentagao clinica

39

mais dificil nos meninos e porque menos prejuizo é visivel nas meninas WE

possivel que tanto meninos como meninas sejam afetados, mas de maneiras

142 127

diferentes Na medida que os relatos prévios examinando interagdes entre
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género e exposi¢cao pré-natal a cigarros tinham relativamente poucos sujeitos do sexo
feminino com TDAH, os efeitos do género ainda precisam ser melhor examinados.

Fergusson et al '’ levantaram a hipétese de que fumo na gravidez pode ser
um marcador para desvantagem social e que seria esta adversidade que contaria para
0 aumento do risco para transtornos disruptivos do comportamento em criangas
expostas intra-utero a nicotina e aos produtos do cigarro. Contrariando esta hipétese,
contudo, eles acharam que a relagao entre fumo na gravidez e psicopatologia nas
suas criangas persistiu mesmo apds controlar estatisticamente para uma extensa
variedade de fatores de risco social.

Pesquisas clinicas voltadas mais especificamente ao estudo da associagao
entre aspectos atencionais (e nao somente o desfecho TDAH) e fumo na gravidez
também foram realizadas. Alguns estudos de coorte acharam resultados positivos para
a associagao "*'¥%7 Contudo, um impacto negativo do fumo na gravidez sobre a
atengdo nem sempre tem sido encontrado. Fried et al ", numa coorte acompanhando

| 113

126 criangas, ndo evidenciaram tal associac&do. Landgren et a em um estudo de

caso-controle ndo mostraram associacao entre fumo e problemas atencionais. Mais

recentemente, Cornelius et al '

num estudo prospectivo bem desenhado com uma
amostra de 593 criancas também nao encontraram associagao entre fumo na gravidez
e déficits atencionais.

Um dos desfechos teratolégicos comportamentais associados a exposi¢ao preé-
natal a nicotina que pode ser identificado € um prejuizo nas capacidades atencionais.
Esta associagdo vem sendo investigada por diversos tipos de estudos, havendo
resultados discordantes entre estes. Nos Estados Unidos, a taxa global de fumo entre
as gestantes é em média 20 % °, sendo que em estratos especificos da populagdo

com mais risco esta pode chegar a 50% '*.

Portanto, o entendimento mais
aprofundado desta associagdo pode originar um corpo de evidéncias que justifiquem
uma politica de saude publica especifica para esta questdo, com aconselhamento das

gestantes sobre os riscos de danos cognitivos de longo prazo a suas proles.
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TDAH E GENES CANDIDATOS

O estudo da genética do TDAH envolve dois tipos de investigagdes: os estudos
genéticos classicos e os estudos moleculares. Os estudos classicos compreendem as
pesquisas com familias, com gémeos, com adotados e as analises de segregagao. E
com esse tipo de estudo que se identifica a existéncia de um componente genético
determinando ou influenciando a caracteristica (ou transtorno) em questdo. Essas
abordagens também permitem estimar o tamanho do efeito desse componente no
fenotipo e como ocorre a sua transmissao. Uma vez que a participacdo de fatores
genéticos na doenga tenha sido sugerida pelos estudos epidemiolégicos, o proximo
passo é, entdo, identificar os genes envolvidos na determinagdo da caracteristica.
Esses resultados mais especificos sdo alcangados com os estudos moleculares, nos
quais os chamados genes candidatos (genes possivelmente relevantes para a
neurobiologia da caracteristica ou doenca) séo investigados por diferentes tipos de
anélises ",

Estudos com familias demonstraram consistentemente uma recorréncia familial
significativa para este transtorno '*°. Por exemplo, o risco para o TDAH parece ser de
2 a 8 vezes maior nos pais de criancas afetadas do que na populacdo em geral '°'"%2,
A maioria dos estudos com gémeos encontrou grande concordancia para o TDAH,
sendo significativamente maior entre gémeos monozigéticos do que entre dizigoticos
22153 A herdabilidade estimada é alta, girando em torno de 0,8 ™', o que sugere uma
forte influéncia genética. Estudos com adotados, que conseguem distinguir melhor os
efeitos genéticos dos ambientais, tém indicado que pais bioldgicos de pacientes
afetados tém uma prevaléncia de TDAH em torno de 3 vezes maior do que os pais
adotivos '**.

As andlises de segregacdo fornecem evidéncias de transmissdo genética por
demonstrar que o padrao de uma doenga nas familias é consistente com mecanismos

de heranga conhecidos. Diferentes estudos com o TDAH ja foram realizados neste
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sentido. Inicialmente foi proposto heranca poligénica para a doenga, como
normalmente ocorre na maioria das psicopatologias. Entretanto, a hipétese de um
gene principal, de efeito maior também ja foi considerada. Porém, se o TDAH tem,
realmente, diferentes causas genéticas, é provavel que existam varios genes de efeito
pequeno que interagem entre si e com o ambiente. De qualquer forma, este, ou estes
supostos genes parecem ser responsaveis ndo pelo TDAH em si, mas por uma
suscetibilidade a este transtorno, surgida por alteragcdes em processos especificos, e o
seu desenvolvimento parece depender da interacéo destes genes com diversos outros
fatores ambientais 2¢'%51%7,

Os mecanismos exatos envolvidos na neurobiologia do TDAH ainda n&o estéo
esclarecidos. Os resultados dos testes neuropsicolégicos indicaram que as criangas
com TDAH apresentam déficits de inibicdo comportamental e em diferentes processos
cognitivos, fungdbes em que estdo implicadas certas areas corticais frontais e
subcorticais. Estas areas, conforme visto em estudos de neuroimagem, sdo menores
nas criangas com TDAH, o que corrobora seu envolvimento com a doenga. Os nucleos
basais caudado e putamen, que formam o striatum, de menor tamanho nestes
pacientes, também estdo associados aos déficits neuropsicoldgicos desta patologia. A
observacao de que o metabolismo cerebral é diminuido nestas regides, juntamente
com os dados acima, sugere a participacdo de circuitos corticoestriatais no TDAH
23;155;158;159.

A definicdo dos genes candidatos baseia-se em diferentes tipos de evidéncias,
como as que sugerem o envolvimento de rotas bioquimicas ou processos biolégicos

especificos. O primeiro gene relacionado ao TDAH foi o gene do receptor  da tiredide

(hTRP). Esse gene pode apresentar mutagdes causadoras de resisténcia generalizada
ao horménio da tiredide (GRTH), uma doenca autossdmica rara. Hauser et al ',
investigando pacientes com essa doenca, verificaram que o TDAH foi mais comum

entre os probandos do que entre os controles, sugerindo que esse transtorno estaria

associado ao horménio da tiredide. Entretanto, sendo a GRTH uma condicdo
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extremamente rara, esses resultados seriam aplicaveis apenas a um provavel subtipo
de TDAH. Além disso, a associacado verificada poderia ser em funcdo de uma
disrupgdo em uma rota neurobiolégica comum as duas doengas. Estudos posteriores
ndo confirmaram essa associagdo %",

As regides cerebrais citadas anteriormente, possivelmente implicadas na
fisiopatologia do TDAH, sao ricas em catecolaminas, o que favorece a idéia de que
alteragdes nas rotas destas substéncias tenham um papel na etiologia deste
transtorno. Diversos estudos ja realizados sugeriram que disfungbes nos sistemas da
dopamina e da noradrenalina, em determinadas areas, originariam os sintomas e
levariam ao desenvolvimento da doenca. A participagdo destes neurotransmissores &
corroborada pela acdo enddgena dos farmacos utilizados no tratamento do TDAH,
onde alteragcdes como aumento da liberacdo dopaminérgica e da inibigdo adrenérgica,
também em areas especificas, parecem ser necessarias para a eficacia clinica dos
medicamentos. Estes dados sugerem que um desequilibrio neuroquimico,
caracterizado provavelmente por diminuicdo da dopamina e aumento da
noradrenalina, pode ser a base neurobiolégica do TDAH 28159162163 - Agsim. temos
evidéncias farmacolégicas, bioquimicas e de estudos neurobioldégicos que vém
indicando o envolvimento dos sistemas dopaminérgico, noradrenérgico e, mais
recentemente, serotoninérgico na fisiopatologia do TDAH 23'%%"%* Dessa forma, genes
que codificam os componentes desses sistemas parecem ser os candidatos ideais
para os estudos moleculares desse transtorno.

O sistema dopaminérgico vem sendo o principal alvo dessas pesquisas.
O mais robusto achado em TDAH ¢é a associacdo de um polimorfismo de numero
variavel de repeticdes em tandem (VNTR) no exon 3 do gene do receptor D4 de
dopamina (DRD4) '®, o qual é expresso nos niveis mais altos no cértex pré-frontal '®°.
Os primeiros a detectar a associagdo do gene do DRD4 com o TDAH foram LaHoste e
cols. '®". Estes pesquisadores detectaram uma associagdo com o alelo de 7 repeticdes

(DRDA4.7). A grande maioria dos estudos tem se focado no alelo de 7 repeti¢cdes (7R)
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do polimorfismo VNTR de 48 pares de base (48pb). No nosso meio, um estudo de
associacao entre este gene e o transtorno demonstrou um pequeno, mas significativo
efeito do alelo de 7 repeticdes do DRD4 no transtorno 2.

Faraone et al '

publicaram uma meta-analise dos estudos de associagao para
o gene DRD4 no TDAH, sendo o efeito estimado significativo, mas muito pequeno,
com uma razao de chances combinada de 1,4 de acordo com os estudos de base

| '7° realizaram

familiar e de 1,9 de acordo com os estudos de caso-controle. Maher et a
uma meta-analise investigando sujeitos com TDAH e o alelo DRD4.7 usando analise
com o teste de desequilibrio de transmissdo (TDT). Eles incluiram dados de 14
estudos. A razao de chances combinada estimada foi 1,41, demonstrando associacao
positiva. Mais recentemente, foram publicados outros estudos com resultados de

24,171,172

associagao positiva , mas também resultados apontando para a nao existéncia

da associacdo '"*'*  Assim, Asherson '°

comparando dados de varios estudos
descreve como surpreendente que, dada a quantidade de evidéncias que dao suporte
a associagcao entre DRD4 e TDAH, ainda nao esteja estabelecido o papel funcional
deste gene no TDAH.

O transportador de dopamina (DAT1) esta fortemente implicado no TDAH visto
que ele é inibido pelo metilfenidato (MFD), que é o principal tratamento farmacolégico
para o TDAH, levando a um aumento da quantidade e da duracdo da dopamina na
fenda sinaptica '"®. O primeiro relato de associacdo do gene DAT1 com TDAH foi feito

por Cook et al '’

. Por meio de método de risco relativo de haplétipo (HRR), foi
detectada uma associacdo com um alelo de 480pb de um VNTR localizado na regiao
3’ ndo traduzida do gene, correspondendo a dez cépias de uma unidade de repeticdo
de 40pb (alelo 10R). Estudos de 10 polimorfismos no gene DAT1 foram relatados,
principalmente o alelo de 40pb no exon 15. Embora o achado de que o alelo 10R
confere risco para o TDAH seja o segundo mais replicado, os resultados globais dos

estudos deixam duvidas. Uma meta-analise ', incluindo 11 estudos com um total de

824 meioses informativas, resultou numa razao de chances combinada estimada nao
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significativa de 1,27 para o alelo de 480pb. Posteriormente, houve relatos positivos '"®
'81 & negativos '"*18%183 desta associagdo.

O receptor de dopamina D5 (DRD5) tem estrutura muito parecida com o DRD1.
Ambos estimulam a atividade da adenil-ciclase, mas o DRDS tem uma afinidade 10

vezes maior do que o DRD1. Daly et al '*

encontraram associacao significativa deste
receptor com o TDAH, analisando uma amostra de 91 familias. Contudo, estudo
posterior '®° n&o replicou os resultados prévios, encontrando um pequeno ndmero de
transmissdes de 2 alelos deste gene. Maher et al '"° também fizeram uma meta-
analise para o DRD5. Dados de 5 estudos com um total de 340 meioses informativas
foram combinados resultando numa razao de chances combinada significativa de 1,57.
Depois disso, dois estudos acharam associacgéo positiva entre DRD5 e TDAH 78179181,
Mais recentemente, outra meta-analise encontrou associagéo significativa '®°.

O gene do receptor D1 (DRD1) de dopamina é outro loco que pode estar
relacionado com o TDAH. Este receptor, juntamente com o D2, é o mais abundante
receptor de dopamina no cérebro. Embora tenham ag¢des antagbnicas, os receptores
D1 e D2 interagem no funcionamento celular normal, de modo que um regula a
atividade do outro. Alteracdes neste mecanismo ja foram relacionadas a alguns
transtornos psiquiatricos '*"'®8 O receptor de dopamina D3 (DRD3) também & um
interessante candidato como fator de suscetibilidade genética para o TDAH.
Manipulagdes experimentais deste gene sugerem que tenha um papel na locomogéao
em animais '®. Nao se sabe se a hiperlocomogdo em animais de experimentacéo
representa um verdadeiro modelo de hiperatividade em criangas. Claramente o TDAH
€ mais complexo do que o simples comportamento motor, mas outros aspectos do
TDAH ndo podem ser facilmente medidos em modelos animais. Contudo, as
investigagdes com os genes que codificam estes receptores dopaminérgicos (D1, D2 e
D3) ainda sdo muito reduzidas, impedindo maiores conclusdes '%.

Os estudos dos genes do sistema noradrenérgico concentram-se no gene que

codifica a enzima dopamina beta-hidroxilase (DBH), que converte a dopamina em
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noradrenalina. Daly et al ' foram os primeiros a testar a associagdo entre um
polimorfismo (Taql) desse gene e TDAH. Depois disso outros trés estudos

evidenciaram associagdo para este mesmo polimorfismo 83191192

. Contudo, para
outros seis polimorfismos do DBH, os resultados s&o negativos. Também, o gene do
transportador de noradrenalina (NET1) foi relacionado ao TDAH por causa da eficacia
terapéutica dos antidepressivos triciclicos e, recentemente, da atomoxetina (um
inibidor seletivo da recaptagdo da noradrenalina) neste transtorno. Recentemente,
Bobb et al ' encontraram associagéo entre 2 polimorfismos do NET1 e TDAH. Nos
demais estudos, somente resultados negativos foram encontrados na avaliagdo do
gene do NET1 193195 19

Os genes que codificam os receptores adrenérgicos também tém sido
estudados. Estudos em animais sugerem que proje¢des noradrenérgicas no cortex
pré-frontal potencializam a funcao cortical pré-frontal, como a meméoria de trabalho,
basicamente através de receptores pos-sinapticos alfa-2 '®". Dos diversos tipos de
receptores alfa-2 no cérebro, 0 mais promissor para estudos é o alfa-2-A (ADRA2A).
Este receptor esta expresso em muitas areas cerebrais, mas €& o receptor
noradrenérgico mais prevalente no cortex pré-frontal. Evidéncias farmacologicas em
animais e humanos dao suporte a importancia do sistema noradrenérgico, e em
especial o ADRA2A, em operagdes cognitivas do cértex pré-frontal que estdo
provavelmente envolvidas no TDAH. Por exemplo, evidéncias mais definitivas vém de
estudos que demonstraram que a guanfacina, um agonista seletivo alfa-2-A, melhora o
desempenho em tarefas que dependem de fungdes corticais pré-frontais em macacos
e em humanos, mas nao afeta o comportamento quando o cortex pré-frontal nao é
exigido. Comings e cols '*® foram os primeiros a testar a hipdtese de que o TDAH
estivesse associado a este gene. Os resultados da analise de regressao mostraram
uma correlagéo significativa entre os marcadores clinicos, tendo o ADRA2A e outros
genes noradrenérgicos um significativo efeito aditivo. Dois estudos posteriores ndo

confirmaram esses achados '°%?%°, Contudo, mais recentemente, dois estudos tiveram
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resultados positivos. Roman et al % estudando criancas brasileiras com TDAH,
detectaram efeito do gene ADRAZ2A nos escores dos sintomas de desatencéo e
combinados. Park et al ?’ também encontraram associagdo entre este gene e as
dimensdes de sintomas de desatencao e de hiperatividade-impulsividade.

Outro gene candidato para associagio com TDAH é o catecol-O-
metiltransferase (COMT), o qual contribui para a depuracdo da dopamina e da
noradrenalina. Este gene tem sido associado a abuso de substancias ?°', um desfecho

comum em casos de criancas com TDAH %2

Além disso, criangas com sindrome
velo-cardio-facial (uma sindrome de dele¢do da regido cromossdémica 22g11, aonde o
gene da COMT foi localizado) freqliientemente tém sintomas de TDAH, sugerindo que
este gene possa ter papel etiologico neste transtorno ?®>. Ha dados controversos na
literatura recente. Eisenberg e cols. ?** foram os primeiros a encontrar associagéo

[ 205

significativa entre o COMT e TDAH. Mais recentemente, Qian et a encontraram

associacdo com dois alelos diferentes. Porém, seis outros estudos obtiveram

resultados negativos para a associagdo “%?'°,

Também €& possivel que este
polimorfismo esteja ligado a variagbes no desempenho cognitvo, que é deficiente em
alguns casos de TDAH #'"212,

Evidéncia para associagdo entre a serotonina (5-HT) e o TDAH vem de um
estudo que demonstrou que o MFD diminui a hiperlocomogdo de ratos “DAT1-
knockout” pelo aumento da neurotransmissdo de 5-HT 2'>. Também, baixos niveis de
plaquetas e de 5-HT sérica foram relatados em probandos com TDAH 225 Algm
disso, foi observada uma associagdao entre baixa atividade serotoninérgica e

216;217 Trés

comportamento desinibido e impulsivo em animais e em humanos
polimorfismos do gene transportador de serotonina (5-HTT) vém sendo estudados no
TDAH, sendo o foco principal o alelo de 44pb de um polimorfismo de insercdo/delegao
na regiao promotora do gene. O terceiro achado mais replicado em genética molecular
no TDAH é a associacao entre alelo para a insergcdo e TDAH. Sao cinco estudos com
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resultados positivos e dois negativos *??* Kent et al ?*, agrupando dados de 3
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estudos do polimorfismo, encontraram uma associagdo pequena, mas significativa
(razdo de chances combinada = 1,33).

A definicdo de tipos de TDAH pelo DSM-1V, assim como as diferentes formas
de tratamento, e as varias doencgas que podem coexistir com este transtorno mostram
que, pelo menos ao nivel fenotipico, o TDAH é uma patologia bastante heterogénea.
De acordo com esta consideragdo, casos diversos provavelmente apresentam
fenomenologias particulares (heterogeneidade clinica) e, conseqlentemente,
heterogeneidade etioldgica. Visto que o TDAH é uma doenga multifatorial, as causas
envolvem, possivelmente, variaveis biolégicas e ambientais, que atuam diferentemente
na manifestacdo de cada tipo de TDAH. E provavel que estas caracteristicas
influenciem os resultados de investigagcdes sobre a etiologia da doencga. De fato, como
foi sugerido em diferentes estudos com outras doengas psiquiatricas, esta
heterogeneidade pode obscurecer um achado positivo, e deve ser considerada como
um fator de confusdo. Assim, a reducao da heterogeneidade clinica do TDAH, através
do delineamento de subtipos, parece ser um recurso realmente importante em
pesquisas dessa natureza, uma vez que tipos com componentes bioldgicos ou
ambientais mais ou menos ativos podem ser identificados. Esta medida facilitaria a
interpretagdo dos dados, sobretudo em estudos neurobiolégicos e com genes
candidatos, permitindo um maior esclarecimento da fisiopatologia do TDAH 381%% 18,

Dentro desta linha de raciocinio, alguns estudos tém avaliado a associagéo de
genes candidatos e especificamente problemas atencionais, seja em avaliagdes
dimensionais ou categéricas.

Nos estudos de Rowe et al ?%??" foj verificada uma influéncia particular do
alelo de 7R do DRD4 sobre a dimensao desatencdo. Varios outros polimorfismos

228 yerificaram a transmiss&o

desse gene ja foram estudados. McCracken et al
preferencial do alelo de 240pb, mais significativa apenas quando casos com
desatencdo foram considerados. Swanson et al ?*° foram responsaveis pela primeira

publicacdo sobre a influéncia de alelos de risco no TDAH sobre o endofendtipo
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cognitivo, usando testes neuropsicolégicos que avaliavam especificamente capacidade
atencional em pacientes com TDAH. Contrario a hipétese do estudo, eles acharam um
desempenho atencional prejudicado no grupo sem o alelo de risco de 7R do DRD4.
Em uma amostra de 81 criangas com TDAH, Frank et al '™ investigaram a relagéo
entre um polimorfismo do gene do DRD4 e os subtipos do transtorno. Nao houve
associagao significativa para o subtipo desatento.

Um estudo que avaliou um gene do sistema nicotinico apresentou uma
associagao significativa de um polimorfismo com problemas atencionais severos, em
individuos com o diagndstico de TDAH #°. Qian et al ?*°, avaliaram numa amostra de
chineses um polimorfismo do gene da COMT. Esses investigadores encontraram uma
associacgao significativa na subamostra de meninos com TDAH. Os resultados foram
especialmente pronunciados no subtipo desatento. Roman et al %, numa amostra de
criangas e adolescentes com TDAH, encontraram associacdo do gene ADRA2A em
analises dimensionais nos grupos de sintomas que incluiam desatencéo (desatento e
combinado). O achado de associacdo do ADRA2A com escores atencionais em
sujeitos com TDAH foi replicado em uma amostra independente pelo mesmo grupo ?*'.
Num estudo de seguimento até os 5 anos de idade, Kahn et al '® avaliaram 161
criangas e n&do encontraram associagao entre o alelo de 480pb do gene do DAT e
escores de desatengao.

Enquanto todas as estimativas de herdabilidade indicam que os fatores
genéticos contribuem de forma preponderante na variagao fenotipica do TDAH, ainda
nao foram apresentadas evidéncias conclusivas em relagdo ao envolvimento de
qualquer gene em especifico. Os trés genes mais replicados (DRD4, DAT1 e 5-HTT)
tém multiplos resultados tanto negativos como positivos. Um dado interessante é que
das publicagbes entre 1991 e 1998, 86% (12 de 14) tiveram resultados positivos,
enquanto que no periodo seguinte a taxa foi de 27% (55 de 201). Isto parece ser um
indicativo de que foi alto o viés de publicacdo nos primeiros anos de estudos de

genética molecular do TDAH. Também, os dados das meta-analises mostraram que
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sao baixas as razdes de chance médias para os genes candidatos: 1,9 para DRD4;
1,3 para 5-HTT; 1,2 para DAT1 e DRD5 691861225232,

Contudo, de maneira geral, pode-se considerar que a pesquisa em genética no
TDAH esta num bom ritmo de evolugéo, visto a grande quantidade de publicacées nos
ultimos anos. Porém, dada a alta herdabilidade do transtorno e o nivel de consisténcia
dos resultados obtidos, ainda ha muito espago para melhorias. Existe evidéncia de que
ocorrem diferentes padrées de herdabilidade entre os subtipos do TDAH 2. Portanto,
analisar as amostras agregando os subtipos pode fazer com que se perca poder
estatistico, o que reforca a importancia de examinar amostras especificas de subtipos
do transtorno. Também a padronizagdo de medidas, 0 uso de amostras maiores, a
busca por endofendtipos e a avaliagdo da interagdo gene-ambiente sdo recursos que
devem ser cada vez mais aplicados. Apesar das inconsisténcias, ha acumulo de
evidéncia para associagao entre pelo menos 4 genes (DRD4, DAT1, 5-HTT e DRD5) e
o TDAH. Assim, com a seqUéncia da pesquisa nesta area, podem surgir novas
terapias baseadas no conhecimento genético que ajudariam milhdes de criangas e

adultos com este diagnostico.
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OBJETIVOS

Objetivo Geral

Estudar o efeito de genes candidatos dos sistemas noradrenérgico e
dopaminérgico e exposi¢cdo gestacional a tabaco sobre a ocorréncia do subtipo

desatento do TDAH.

Objetivos Especificos

Testar a associagdo entre o grau de exposi¢cao a tabaco na gestacédo e a
gravidade de desatenc&o em criangas e adolescentes.

Verificar se existe transmissdo preferencial de alelos de risco nos genes
candidatos através de analise intra-familiar.
Avaliar o efeito da interagdo entre os genes candidatos, dois a dois, no TDAH

com predominio de desatencéo.
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ABSTRACT

Objective: To investigate the association between attention deficit/hyperactivity
disorder — predominantly inattentive subtype (ADHD-l) and prenatal exposure to
nicotine.

Methods: In a case-control study, we assessed 100 children and adolescents with
ADHD-I and 100 non-ADHD controls. Cases and controls were matched by gender and
age. Subjects were screened using teacher reports in the SNAP-IV rating scale in 12
public schools of Porto Alegre, Brazil. Cases and controls were systematically
evaluated through structured diagnostic interviews. Prenatal exposure to nicotine was
assessed as dichotomic, categorical and discrete variable (number of cigarettes
smoked during pregnancy). The potential confounders were evaluated by direct
interview with mothers.

Results: In univariate analyses, a significant association between smoking during
pregnancy (defined both categorically and dimensionally) and ADHD-I was found. After
adjusting for confounders (oppositional defiant disorder and alcohol use during
pregnancy), children whose mothers smoked = 10 cigarettes during pregnancy
presented an odds ratio significantly higher for ADHD-I than children who were not
exposed to nicotine during pregnancy (OR = 3.13; 95%Cl = 1.15-8.55). The
dimensional analysis showed significantly higher inattention scores in subjects exposed
to nicotine during the intrauterine period than in controls after adjusting for confounders
regardless the method employed to categorize nicotine use during pregnancy (p <
0.05).

Conclusions: ADHD-I seems to be associated with prenatal exposure to nicotine. In a
non-clinical sample, we obtained results that concur with previous findings of other
studies involving subjects with general ADHD.

Key words: attention deficit/hyperactivity disorder — predominantly inattentive subtype,

inattention, pregnancy, nicotine, tobacco, cigarette.
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INTRODUCTION
Attention deficit/hyperactivity disorder (ADHD) is one of the most common
mental disorders affecting children and adolescents with an estimate prevalence

3 The estimative cost of ADHD in the US reaches

ranging from 3 to 10%
approximately US$ 30 billion a year *. The causes of ADHD remain unclear, but both
genetic and environmental factors have been suggested as risk **.

Smoking during pregnancy is one of the environmental factors that have been
associated with ADHD. Smoking rates had a significant reduction among pregnant
women over the last decades but the estimate percentage of pregnant women who still
smoke every day is approximately 20% ’. Prenatal exposure to nicotine may cause
neurodevelopmental and neurobehavioral problems 2. For instance, deficits in
intellectual ability ® and impulsive behavior '° have been reported in infants and older
children who were exposed to nicotine during the intrauterine period.

Several studies have demonstrated differences in social, academic and

1114 and most of these studies

behavioral functioning between the ADHD subtypes
involved basically clinical samples '*'°. These studies consistently found that the
ADHD subtypes have different impairment patterns according to the dimensions of the
symptoms presented  and many authors agree that the greatest differences can be
found between the inattentive subtype and the other subtypes 2?3, For instance, most
studies concluded that ADHD without conduct disorder (CD) does not increase the risk
for drug abuse ?*?°. However, this finding does not seem to be valid for the inattentive
subtype. Flory et al ?® assessed 481 young adults and found that the presence of
inattention and CD symptoms interacted to predict drug use and dependence. In
addition, in a recent study, Woo & Rey # stated that the inattentive type is the most
common subtype of ADHD, accounting for about half of the cases.

The studies on smoking during pregnancy and ADHD found contradictory

results. Two follow-up studies using DSM Il criteria for the disorder and retrospective

data collection about smoking during pregnancy presented negative results 22°. Other
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two cohort studies used the DSM Il R criteria for ADHD diagnosis and also did not find

positive association '%*°

. In a prospective population-based study, smoking during
pregnancy was associated with conduct disorder but there was no association with
ADHD 3'. Furthermore, a recent assessment of 1,936 pairs of twin siblings did not
show the above mentioned association *. On the other hand, Milberger et al **** found
a 2.7 higher risk for ADHD associated with maternal smoking in a case-control study.
The results of Mick et al’s study *°, based on the reanalysis of Milberger et al’'s data 3*3*
and supplemented with data from a sample of girls, showed a lower odds ratio of 2.1.
In a population-based study including more than 1,400 pairs of twin siblings, Thapar et
al * found an association between smoking during pregnancy and ADHD symptoms in
the offspring. Therefore, it seems unclear if smoking during pregnancy is associated
with the clinical diagnosis of ADHD, especially regarding non-referred samples. In
addition, there are no reports in the literature about the association between the
prenatal exposure to nicotine and ADHD — predominantly inattentive subtype.

Studies involving the analysis of the attentional scores (measured by symptom
scales or neuropsychological tests) and its association with prenatal exposure to
nicotine also found contradictory results. Kristjansson et al *" assessed the dimension
of inattention through the use of the Continuous Performance Test. No positive results
were found for smoking during pregnancy and inattention scores. Other studies with
different methodologies were also not able to find positive findings #%*'. In addition, a
case-control study evaluating inattention symptoms found in a syndrome defined as
deficits in attention, motor control, and perception (DAMP) (Nordic nosographic
definition with high overlapping with ADHD) did not present association between
smoking during pregnancy and attentional problems “?. However, a negative impact of
43-45

smoking during pregnancy on the attention was found in some studies

Therefore, the objective of this study was to investigate the association between
prenatal exposure to nicotine and ADHD-I in a non-clinical sample of children and

adolescents. In addition, we performed dimensional analyses to assess the impact of
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smoking during pregnancy on scores of inattention. Based on the literature, our
hypothesis was that a higher prevalence of smoking during pregnancy would be found

specifically in mothers of patients with ADHD-I diagnosis.

METHODS

Subjects

The non-clinical sample of this case-control study was ascertained from 12
public schools of Porto Alegre, Brazil. These schools were selected only due to their
location near the our University Hospital. The inclusion criteria were: a) age from 6 to
18 years; b) contact with the biological mother; c) presence of at least four inattention
symptoms and at most three hyperactivity/impulsivity symptoms detected by the
teacher who best knew the student using a screening scale (SNAP-IV) *. Each positive
case selected was matched with a control (same gender and age) that had at most
three inattention symptoms and/or three hyperactivity/impulsivity symptoms in the
SNAP-IV scale completed by the teacher. The exclusion criteria for cases and controls

were estimate 1Q lower than 70 and diagnosis of psychosis.

Screening procedure

First, we contacted the schools to obtain the authorization to start the
investigation. A child and adolescent psychiatrist gave a lecture for teachers of each
school providing information about the research project and ADHD. Research
assistants were trained on how to approach teachers and to guide them to complete
the screening instrument. Afterwards, research assistants contacted the teachers of the
12 schools requesting the identification of all students with inattention problems. The
teachers fulfilled the screening instrument for ADHD (SNAP-IV) for all identified
students. Students with positive screening and controls (and their families) were invited

to take part in the diagnostic phase of the study.
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The project was approved by the Ethical Committee of our University Hospital
(approved as an IRB by the Office for Human Research Protections, United States of
America - IRB 00000921). Written informed consent was obtained from parents for the
assessment of children. Children or adolescents provided verbal assent to participate

in the study.

Diagnostic process

The diagnosis of ADHD-I and its co-morbidities were performed in our
outpatient clinic by a three stage process: a) evaluation with a semi-structured
interview (Schedule for Affective Disorders and Schizophrenia for School-Age Children,
Epidemiological Version — K-SADS-E) *’, modified to assess DSM-IV criteria and
administered to the parents by trained research assistants. This interview was
previously translated into Portuguese and has been used for clinical purposes in
national reference centers of Child and Adolescent Psychiatry. The interrater reliability
for the ADHD diagnosis was previously assessed (Kappa coefficient = 0.94; p < 0.001)
*8: b) discussion of each diagnostic derived from K-SADS-E in a clinical committee
chaired by an experienced child and adolescent psychiatrist (LAR); c¢) clinical
evaluation of ADHD-I and comorbid conditions using DSM-IV criteria by a child and
adolescent psychiatrist who previously received the results of the K-SADS-E and
conducted interviews with the parents and the child or adolescent. In addition, subjects
overall functioning was assessed by the CGAS (Clinical Global Assessment Scale) *°.
The CGAS is a widely used measure of child and adolescents global functioning with
adequate psychometric properties (test/retest and interrater reliability/concurrent and
discriminative validity) *°. The scale allows scores from 0 to 100. The higher the scores,
the better the global functioning *°.

Confirmed ADHD-I cases presenting or not co-morbidity with other disorders
and non-ADHD controls were included in the study. To assure that we are dealing with

real ADHD - inattentive type, we only included cases fulfilling DSM-IV criteria for
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ADHD inattentive type but presenting at most three symptoms of hyperactivity /
impulsivity after this extensive evaluation.

The inattention score of the SNAP-IV scale was used in the dimensional analyses
of inattention. The SNAP-IV scale is a review of the Swanson, Nolan and Pelham
(SNAP) Questionnaire “°. The instrument has four subscales (Total Scores — 26 items,
Inattention — 9 items, Hyperactivity/Impulsivity — 9 items, and Oppositional — 8 items).
The SNAP-IV is based on a scale from 0 to 3 and has been frequently used in ADHD
investigations, including those designed to assess clinical interventions *°. The internal

consistency of the SNAP-IV seems to vary from good to excellent °'

. In a previous
study we obtained a Cronbach’s alpha coefficient of 0.74 for the complete scale (26
items) in a different sample 2. The scale was completed by the subjects’ parents.

The 1Q score was obtained by Vocabulary and Block Design subtests of the
Wechsler Intelligence Scale — Third Edition (WISC Ill) ** administered by trained
psychologists.

The flow chart of the patients’ participation in the study is shown in figure 1.

INSERT FIGURE 1 ABOUT HERE

Study factor, demographic variables and confounders

Study factor. The study factor (smoking during pregnancy) was assessed with
the biologic mother through a specific questionnaire designed for this study. The study
factor was defined by three different methods: dichotomic, categorical (non-smoker, 1
to 9 cigarettes/day, = 10 cigarettes/day) and discrete (number of cigarettes/day)
definitions. The categorical approach was based on definitions used in previous studies

D "% or other medical conditions

on the association between smoking and either ADH
such as cardiovascular diseases >,
Demographic variables and confounders. Some demographic variables (age,

gender, ethnicity, and schooling), and possible confounders (alcohol use during
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pregnancy, maternal age and infant birth weight) were assessed with the caretakers
and/or the biological mother through a specific questionnaire designed for this study.
Socioeconomic status (SES) was defined by the socioeconomic scale of Associacao

Brasileira de Institutos de Pesquisa de Mercado *°.

Comorbidity was evaluated
through an extensive clinical assessment (see above). Parental ADHD was assessed
by a child and adolescent psychiatrist using the ADHD module of the K-SADS-E,

modified to assess DSM |V criteria. This strategy was used in several previous studies

56,57

Data analysis

To compare patients with ADHD-I to their non-ADHD controls regarding
demographic, clinical variables and the exposure to smoking during pregnancy, we
used conditional logistic regression analysis °®. Potential confounders were defined
based on conceptual analyses of the literature and/or using a broad statistical definition
(association with both the study factor and outcome for a p < 0.20). This approach
assured very conservative analyses.

Afterwards, we re-assessed differences between cases and controls for
smoking during pregnancy adjusting for potential confounders using again conditional
logistic regression analysis. For the purpose of these analyses, we used the categorical
definition of the study factor.

In dimensional analyses, the ANOVA was used to assess the impact of smoking
during pregnancy on attentional scores of the SNAP-IV subscale. Potential
confounders were defined as mentioned above and included in the analyses. When
exposure to nicotine during pregnancy was defined categorically (3 groups), a post-hoc
test (Tukey test) was used to detect differences between groups. The significance level

was 5%.
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RESULTS

The sample comprised 100 subjects with ADHD-I and 100 non-ADHD controls.
Subjects’ demographic and clinical characteristics are shown in Table 1. The
comparison between the two groups revealed significant differences regarding the
maternal diagnosis of ADHD (p < 0.001), estimated 1Q (p = 0.002), presence of ODD
(oppositional defiant disorder) (p = 0.001), GAD (generalized anxiety disorder) (p =

0.05) and SP (social phobia) (p = 0.004) (see Table 1).

INSERT TABLE 1 ABOUT HERE

The univariate analysis demonstrated a significantly higher number of cigarettes
smoked per day during pregnancy for mothers of subjects with ADHD-I (p = 0.017; OR
= 1.07; ClI = 1.01-1.14). The analysis of the proportion of smoking/non-smoking
mothers (dichotomous analysis) did not reveal a significant difference between the
cases (29% of smoking mothers) and controls (19% of smoking mothers). When
stratification of the amount of cigarettes smoked per day during pregnancy was
performed, a statistically significant difference between cases and controls emerged.
The proportion of mothers of the ADHD-I group who smoked more than 10 cigarettes
per day during pregnancy was significantly higher than the one of the controls’ mothers

(p = 0.014; OR = 3.19; Cl = 1.27-8.04) (see Figure 2).

INSERT FIGURE 2 ABOUT HERE

The diagnosis of ODD and use of alcohol during pregnancy were considered
potential confounders. The other variables were not associated with both the study
factor and outcome for a p < 0.20. The conditional logistic regression demonstrated
that the cases had a significantly higher prenatal exposure to nicotine than controls

(see table 2) even after adjusting for these confounders (OR = 3.13; Cl = 1.15-8.55).
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INSERT TABLE 2 ABOUT HERE

Dimensional analyses also documented positive significant results. In these
analyses, we considered as potential confounders the following variables: ODD, use of
alcohol during pregnancy and conduct disorder, since these variables were associated
both with the outcome (dimensional scores of inattention) and the study factor (p < 0.
20). In ANOVA, the amount of cigarettes smoked per day during pregnancy was
significantly associated with inattentive scores even adjusting for potential confounders
(F = 4.34; p = 0.014). The greatest difference was found between those subjects
whose mothers smoked = 10 cigarettes per day and those subjects whose mothers did
not smoke (Tukey, p = 0.001). There was also a significant difference between the two
strata of smoking during pregnancy (= 10 cigarettes vs. 0 to 9 cigarettes) (Tukey, p =

0.04).

DISCUSSION

We investigated the association between prenatal exposure to nicotine and the
diagnosis of ADHD-I in a non-referred sample comprising female and male children
and adolescents. Significant differences between cases and controls regarding the
amount of cigarettes smoked per day during pregnancy were found. The results were
also significant in dimensional analyses. The multivariate analysis, after adjusting for
confounders, demonstrated an odds ratio 3.13 times higher for ADHD-I in children
whose mothers smoked = 10 cigarettes a day during pregnancy compared to children
whose mother did not smoke during pregnancy.

There is controversy in the literature on this issue. Many studies have reported
negative results for the association of ADHD and smoking during pregnacy. Four
follow-up studies that classified ADHD according to DSM criteria and performed a
retrospective data collection on maternal smoking during pregnancy did not find such

association %24 Maughan et al *', in a prospective population-based study, found an
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association between smoking during pregnancy and CD, but the association with
ADHD symptoms was not evidenced. Recently, Knopik et al * studied 1,936 pairs of
twin siblings and found that the risk for ADHD was not significantly increased in
subjects whose mothers smoked during pregnancy. Clinical studies that specifically
focused on the assessment of the association between attentional score (not only
ADHD) and smoking during pregnancy have also found negative results. Fried et al *°
studied a cohort of 126 children. They evaluated inattention through
neuropsychological tests and Conners’ scale and did not demonstrate such

association. Landgren et al *?

performed a case-control population-based study and did
not find an association between smoking during pregnancy and attentional problems.
More recently, Cornelius et al ® carried out a well-designed prospective study with a
sample of 593 children and also did not find this association. However, some previous
studies presented results consistent with those shown in this study, both regarding

D 33-35

general ADH and the dimensional analysis of attentional scores (in symptoms

4345 Therefore, our results concur with these

scales or neuropsychological tests)
previous positive findings. Based on our review of the literature, these are the first
results that suggest the association between smoking during pregnancy and ADHD in a
non-referred sample including only subjects with ADHD-I.

Perinatal factors, maternal age, maternal history of ADHD and presence of co-
morbidities have also been associated with ADHD. Prenatal exposure to alcohol and
ADHD has been evidenced in some studies. Aronson et al * found a high prevalence
of ADHD in a small group of children of alcoholic mothers. More recently, Mick et al *,
in a controlled study, found an increased risk for ADHD in children of mothers with
history of alcohol use during pregnancy. Conduct disorder was also associated with
smoking during pregnancy in previous studies '“®°. Therefore, the contradictory results
found in the literature about the association between smoking and ADHD might be

related to problems in controlling these potential confounders. In our study, all these

potential confounders were considered in analyses reinforcing the specific role of
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smoking during pregnancy in ADHD-I.

Animal studies assessing the impact of nicotine exposure in the brain have
demonstrated brain and behavioral abnormalities consistent with the studies in humans
with ADHD. Reduction in the cerebral blood flow and in the brain weight in fetuses

61

exposed to nicotine °', smaller head circumference in the offspring of “smoking

" 2 and structural abnormalities and retardation in the neural maturation 3 in

mothers
rats exposed to nicotine are some examples. In addition, animal studies suggest that
prenatal exposure to nicotine can cause hyperactivity symptoms in the offspring * and

6

that these are long-lasting effects ®°. Their mechanisms might be related to the

modulation of the dopaminergic system and to an increase of the number of nicotinic
receptors ¢’

Nicotine is the main psychoactive substance of tobacco and possibly
compromises the development of neurotransmitter systems by different ways. First, its
vasoconstrictor effect increases maternal blood pressure and heart rate, resulting in a
reduction of uterine blood flow and also in a lower level of oxygen in the fetus brain .
Its well known that prenatal hypoxia produces alterations in neurotransmitter
development in rats 8 Also, nicotine interferes in the cell replication, one of the most
critical stages of fetal development that ends when cell differentiation begins .
According to the hypothesis of Slotkin et al "', fetal exposure to nicotine results in a
premature switch from replication to differentiation of the target cells of cholinergic
stimulation, causing very damage consequences to the future synaptic connections.
There is evidence of a predominantly presynaptic site for nicotine receptors in the
central nervous system, which is consistent with a modulatory role in neurotransmitter
release. Some studies indicate that the nicotine receptors ennhance the presynaptic
release of dopamine, noradrenaline and serotonin "°. Therefore, prenatal exposure to
nicotine probably has direct effects in these systems, as well. The disruptions in the

development of catecholaminergic systems may explain the increased incidence of

ADHD in individuals prenatally exposed to nicotine, given the role of catecholamines in
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this disorder "% Interestingly, several studies have reported reductions in the size of the
cerebral structures in humans associated with the diagnosis of ADHD "*"*. Therefore,
the association between smoking during pregnancy and ADHD-I demonstrated in this
study supports the search for pathophysiological mechanisms that might explain the

neurobiological bases of such disorder.

Strengths of the study

The strengths of this study are: a) the sample is comprised of non-referred
subjects making it more representative of the population; b) the sample includes only
subjects with ADHD — predominantly inattentive subtype. This is a step forward in the
ADHD research field due to the shortage of studies specifically focused on this
subtype. Furthermore, it is important to highlight that the diagnosis was obtained
through an extensive clinic evaluation performed by a child and adolescent psychiatrist,
instead of being derived from scores of self-reported scales of symptoms, which is a
limitation in some studies. In addition, only subjects with at most three symptoms of
hyperactivity were included suggesting that the sample includes subjects that represent
real subjects with ADHD - inattentive subtype (e.g., samples including subjects with six
or more inattentive symptoms and four or five hyperactive/impulsive symptoms might
have higher chances of including subthreshold ADHD combined cases instead of real
inattentive cases); c¢) our sample size was moderate reducing chances of Type Il error;
d) Finally, the results of this study were presented in the context of conservative
statistical analyses, since a more broader criterion for the inclusion of variables as
potential confounders was considered, and the main confounders described in the

literature were included in the analyses.

Limitations of the study
The results reported in this study must be analyzed in the context of some

methodological limitations. Since we performed a retrospective assessment of the
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exposure to nicotine during pregnancy, findings are subjected to recall bias (e.g.,
subjects’ mothers might have provided information with a different pattern from the
controls’ mothers). However, it is not possible to define the direction of this bias.
Mothers of patients with ADHD can be motivated to find a cause for their child’s
problem and, therefore, they could have tried harder to recall more detailed information
on the study factor. On the other hand, the same mothers might feel guilty for the use
of cigarettes during pregnancy and try to minimize the fact. In fact, there is data in the
literature suggesting that mothers are likely to minimize the report of complications
occurred during pregnancy and the neonatal period "°. However, it is important to note
that previous studies have suggested that the validity of the past information on
smoking is approximately 90% %7/, Other potential source of bias is the fact that the
interviewers who assessed the amount of cigarettes smoked during pregnancy were
not blind to the clinical outcome. Although, it is important to highlight that the
interviewers did not know the objectives and hypotheses of the study. It is important to
reinforce that there was no difference between cases and controls in other variables
(alcohol use during pregnancy and infant birth weight) that could also be associated
with ADHD. Thus, it seems unlike that interviewers have been biased only regarding

the smoking during pregnacy.

Clinical implications

In short, our results suggest that there is an association between ADHD-I and
smoking during pregnancy. Our results reinforce findings from previous studies with
clinical samples including all types of ADHD (mainly combined subtype). As far as we
are aware, this study is the first focused on extensively assessed subjects with ADHD
inattentive subtype from a non-referred sample. Considering that smoking during
pregnancy can be prevented, if future prospective studies are able to determine that
this relationship is causal, strategies in terms of public health must be taken focusing in

counseling pregnant women on the long term cognitive risks of smoking during
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pregnancy for their children. In addition, studies assessing the impact of gene-
environment interactions should be performed to estimate the effects of intra-uterine

nicotine exposure according to different genetic vulnerability.
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Figure 1. Flow chart of the patients’ participation.
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Table 1. Demographic and clinical characteristics of cases with ADHD-I (n = 100) and controls (n =

100)
Characteristic ADHD-I Controls p value
Average age (SD), months 142 (39.5) 140 (38.5) 0.72
Gender (male), % 68 68 1
Ethnicity (Caucasian), % 62 73 0.13
Average schooling (SD), years 4.4 (2.7) 4.7 (3) 0.12
SES (middle class), % 49 56 0.13
Maternal ADHD, % 28 3 < 0.001
Average estimate 1Q (SD) 94 (11) 99.3 (11.4) 0.001
Alcohol use in pregnancy, % 9 4 0.2
Average birth weight (SD), kg 3.32 (0.6) 3.29 (0.6) 0.74
Average maternal age
at delivery (SD), years 27 (6.5) 27.6 (6.7) 0.53
Co-morbidities, %
Mood disorders
Major depression 4 1 0.25
Dysthymia 4 1 0.22
Anxiety disorders
Simple phobia 21 19 0.69
GAD 14 5 0.05
SAD 8 3 0.18
Social phobia 21 5 0.004
Agoraphobia 11 5 0.1
Disruptive behavior disorders
ODD 38 14 0.001
CD 2 1 0.57

ADHD-I: attention deficit’/hyperactivity disorder - inattentive type; SD: standard deviation; NS: non-
significant; SES: socioeconomic status; GAD: generalized anxiety disorder; SAD: separation anxiety

disorder; ODD: oppositional defiant disorder; CD: conduct disorder.
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Table 2. Odds ratio (OR) for ADHD-I

confounders

72

according to smoking during pregnancy, adjusted for potential

Alcohol use during pregnancy
ODD
Smoking during pregnancy

0 cigarettes per day

Up to 9 cigarettes a day

= 10 cigarettes a day

Wald 52 p value OR 95%ClI
0.85 0.36 2.05 0.45-9.4
10.84 0.001 3.66 1.69-7.93
7.02 003 e s
1.24 0.27 0.55 0.19-1.58

4.95 0.026 3.13 1.15-8.55

ADHD-I: attention deficit/hyperactivity disorder — predominantly inattentive subtype; CI: confidence interval;
ODD: oppositional defiant disorder.
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RESUMO

Objetivo: Verificar a associagéo entre o transtorno de déficit de atengao/hiperatividade
com predominio de desatencao (TDAH-D) e a exposi¢ao a nicotina no periodo intra-
utero.

Metodologia: Neste estudo de caso-controle, foram avaliadas 100 criangas e
adolescentes com TDAH-D e 100 controles sem TDAH, pareados por sexo e idade,
triados através de escala de sintomas (SNAP-IV) em 12 escolas da rede publica
estadual de Porto Alegre. Casos e controles foram avaliados sistematicamente com
entrevistas diagndsticas estruturadas. Exposicdo a nicotina no periodo intra-utero foi
avaliada como variavel dicotdmica, categoérica e discreta (nUmero de cigarros fumados
durante a gestagdo). As variaveis potenciais de confusdo foram avaliadas por
entrevista direta com a mae.

Resultados: Nas anadlises univariadas, observou-se uma associacdo significativa
entre fumo na gestacdo (definido tanto de forma categérica como dimensional) e
TDAH-D. Apds ajuste para os confundidores (transtorno oposicional desafiante e uso
de alcool na gestacao), as criangas cujas maes fumaram 10 ou mais cigarros durante
a gestacao apresentaram uma razdo de chance significativamente maior de TDAH-D
do que as criangas nao expostas a nicotina na gravidez (RC = 3,13; 1Cgs¢, = 1,15-8,55).
Na anélise dimensional, os niveis de desatengao foram significativamente maiores nos
individuos expostos a nicotina intra-utero do que nos controles apds ajuste para as
variaveis de confusao independentemente da forma de avaliagao do fator em estudo
(p <0,05).

Conclusfes: O TDAH-D parece ser um desfecho associado a exposicdo a nicotina
durante a gravidez. Estes dados, em uma amostra ndo clinica, reforcam achados
prévios de outros estudos com sujeitos com TDAH em geral.

Palavras-chave: transtorno de déficit de atencao / hiperatividade com predominio de

desatencao, desatengao, gravidez, nicotina, fumo, cigarro.
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INTRODUCAO

O transtorno de déficit de atencao/hiperatividade (TDAH) esta entre os
transtornos mentais mais comuns em criangcas e adolescentes, com prevaléncia
estimada entre 3 e 10% . Estimativas indicam que, nos Estados Unidos, o impacto
financeiro deste transtorno gira em torno de US$ 30 bilhdes ao ano *. As causas do
TDAH ainda néo estéo esclarecidas, mas tanto fatores genéticos como ambientais tém
sido implicados “°.

O fumo na gravidez é um destes fatores ambientais que tem sido associado ao
transtorno. O habito de fumar entre gestantes tem diminuido significativamente nas
ultimas décadas, mas estima-se que por volta de 20% delas ainda fumem diariamente
’. A exposigao pré-natal a nicotina pode causar problemas neurodesenvolvimentais e
neurocomportamentais ®. Por exemplo, atraso do desenvolvimento intelectual ° e
comportamento impulsivo ° tém sido relatados em bebés e criancas mais velhas que
foram expostos a nicotina durante o periodo intra-utero.

Diversos estudos tém sido publicados apontando diferengas no funcionamento
social, académico e comportamental entre os subtipos de TDAH "™ sendo que a
maioria destes tem envolvido basicamente amostras clinicas *'°. Estes estudos tém
encontrado de forma consistente que os subtipos exibem diferentes padrdes de
prejuizo de acordo com as dimensées de sintomas apresentadas ?° e muitos autores
concordam que as maiores diferencas sao encontradas entre o tipo desatento e os
demais #'*?%. Por exemplo, a maioria dos estudos conclui que o TDAH na auséncia de

transtorno de conduta (TC) ndo aumenta o risco para o uso de drogas 4%

, mas isto
parece ndo ser verdade para o subtipo desatento. Flory et al ?® avaliaram 481 adultos
jovens e encontraram que a presencga de sintomas de desatencgao interagindo com
sintomas de TC prediziam desfechos de uso e dependéncia de drogas. Também em

7

recente publicacdo, Woo & Rey ? afirmam que os estudos apontam que o tipo

desatento é o mais comum, com aproximadamente metade dos casos.
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Os estudos sobre fumo na gravidez e TDAH tém encontrado resultados
discordantes. Dois estudos de seguimento, que utilizaram os critérios do DSM Il e
com coleta retrospectiva sobre fumo na gestagao, tiveram resultados negativos 2% %°.
Outros dois estudos de coorte usaram os critérios do DSM Il R para o desfecho e
também nao encontraram associacdo positiva '%*. Num estudo de base populacional
prospectivo foi relatado que fumo na gestacdo estava associado a transtorno de
conduta, mas ndo ao TDAH 3'. Também, recentemente, numa avaliacdo de 1936
pares de gémeos ndo foi encontrada a referida associacdo *2. Na direcdo oposta,

| 3334 num estudo de caso-controle encontraram um risco 2,7 vezes

Milberger et a
maior para TDAH associado com fumo materno. Os resultados do estudo de Mick et al
%, baseado na re-andlise dos dados de Milberger et al **** e acrescidos de dados de
uma amostra de meninas, mostraram uma menor razdo de chances de 2,1. Em um
estudo de base populacional com mais de 1.400 pares de gémeos, Thapar et al >
encontraram que fumo na gestacédo parece apresentar associacdo com sintomas de
TDAH na prole. Assim, permanece incerto se fumo na gravidez esta associado com o
diagnéstico clinico de TDAH, principalmente considerando-se amostras nao referidas,
nao ha relato na literatura da associacao entre exposicao a fumo materno durante a
gravidez e TDAH com predominio de desatencgao.

Estudos com andlises da dimens&do de escores atencionais (por escalas de
sintomas ou testes neuropsicolégicos) e sua associagcdo com exposicdo a fumo
materno na gravidez também tém encontrado resultados contraditorios. Kristjansson et
al¥’, avaliando o desfecho por desempenho no Teste de Performance Continua, ndo
encontraram resultados positivos para esta associacao. Outros estudos com diferentes
metodologias também n&o encontraram resultados positivos #%**!. Também um estudo
de caso-controle, avaliando sintomas de desaten¢ao encontrados na DAMP (definicao
nosografica nordica com alta sobreposicdo com TDAH) ndo mostrou associagao entre
fumo na gravidez e problemas atencionais 2. Contudo, um impacto negativo do fumo

na gravidez sobre a atencdo foi encontrado em alguns estudos “**°.
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Assim, o presente estudo tem com objetivo avaliar, numa amostra nao clinica,
a associagao entre a exposi¢ao a nicotina durante a gravidez e o desfecho de TDAH,
especificamente do subtipo com predominio de desatencdo, e também a analise
dimensional de desatencdo em uma amostra de criancas e adolescentes brasileiros.
Assim, com base na literatura, nossa hipétese é de que na avaliacdo especifica deste
subtipo evidenciaremos uma maior ocorréncia de fumo na gestagdo nas maes de

individuos com este diagnéstico.

METODOS

Sujeitos

A amostra nao clinica do presente estudo de delineamento do tipo caso-
controle foi obtida em 12 escolas da rede publica estadual de Porto Alegre. Estas
escolas foram selecionadas exclusivamente por estarem localizadas proximas ao
Hospital de Clinicas de Porto Alegre. Os critérios de inclusdo foram: a) idade entre 6 e
18 anos; b) contato com a mae bioldgica; c) presenca de pelo menos 4 sintomas de
desatencao e no maximo 3 de hiperatividade / impulsividade detectados pelo professor
que melhor conhecia o aluno na escola através do preenchimento de escala de
triagem (SNAP-IV) *°. Para cada caso positivo selecionado foi pareado um controle
por sexo e idade que pontuasse no maximo 3 sintomas de desatencdo e/ou 3 de
hiperatividade/impulsividade na escala SNAP-IV preenchida pelo professor. Foram
considerados critérios de exclusao para casos e controles Ql estimado inferior a 70 e

presencga de psicose.

Procedimentos de triagem
Num primeiro momento, foi feito contato com as escolas para receber a
autorizacao para realizar o estudo, um psiquiatra de criangas e adolescentes realizou

uma palestra para os professores de cada escola com informagdes sobre o projeto de
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pesquisa e sobre o TDAH. Os assistentes de pesquisa foram treinados com relagao a
abordagem dos professores e orientacdo destes quanto ao preenchimento do
instrumento de triagem. Depois disso, os assistentes de pesquisa fizeram contato com
os professores das 12 escolas, solicitando-lhes que identificassem todos os
estudantes com problemas de desatencéo. Para aqueles identificados, os professores
preencheram um instrumento de triagem para o TDAH (SNAP-IV). Todos os
estudantes positivos na triagem e os controles foram convidados, juntamente com
suas familias, a participar da fase diagndstica do estudo. O projeto foi aprovado pelo
Comité de Etica de nosso Hospital Universitario (IRB 00000921). Os pais ou
responsaveis assinaram um termo de consentimento pds-informacao para a avaliagao

das criangas. Os pacientes também consentiram com a realizagao da avaliagao.

Processo Diagndstico

O diagnostico de TDAH-D com ou sem comorbidade foi realizado em nossa
unidade ambulatorial através de um processo de trés estagios: a) avaliagdo com uma
entrevista semi-estruturada (Schedule for Affective Disorders and Schizophrenia for
School-Age Children, Epidemiological Version — K-SADS- E) ', modificada para
avaliar os critérios do DSM-IV e aplicada aos pais por assistentes de pesquisa
treinados. Esta entrevista ja& encontrando-se traduzida para o portugués e em uso
clinico em centros de referéncia nacionais de Psiquiatria da Infancia e Adolescéncia. A
confiabilidade inter-avaliador para o diagnostico de TDAH foi avaliada previamente
(coeficiente Kappa = 0.94; p < 0.001) %; b) revisdo de cada diagnéstico derivado do K-
SADS-E em comité clinico coordenado por um experiente psiquiatra de criancas e
adolescentes (LAR); c) avaliagdo clinica do TDAH-D e comorbidades usando os
critérios do DSM—IV realizada por um psiquiatra de criangas e adolescentes que
previamente recebia os resultados do K-SADS-E, entrevistando os pais e o paciente.
Além disso, o psiquiatra de criangas e adolescentes avaliou prejuizo através do uso da

CGAS (Clinical Global Assessment Scale) *. A CGAS é uma medida de
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funcionamento global de criangas e adolescentes amplamente usada com adequadas
propriedades psicométricas (confiabilidade teste-reteste e inter-avaliador / validade
concurrente e discriminativa) *°. A escala permite escores de 0 a 100. Quanto maiores
os escores, melhor o funcionamento global *°.

Os casos com diagnéstico de TDAH-D com e sem comorbidade com outros
transtornos e os controles (sem diagnéstico de TDAH-D), configurados nestas etapas,
foram incluidos no estudo. Com o objetivo de assegurar que estavamos lidando com
casos verdadeiros de TDAH-D, somente incluimos os casos que preenchessem todos
os critérios diagnosticos para o subtipo desatento, mas com no maximo 3 sintomas de
hiperatividade-impulsividade.

O escore de desatencdo da escala SNAP-IV foi utilizado para as analises
dimensionais de desatencdo. A escala SNAP-IV é uma revisdo do Questionario
Swanson, Nolan and Pelham (SNAP) “°. O instrumento tem 4 subescalas (Escores
Total- 26 itens, de Desatencao — 9 itens, de Hiperatividade/Impulsividade — 9 itens, e
Oposicional — 8 itens). A SNAP-IV é baseada numa escala de 0 a 3 e tem sido
freqlientemente usada em investigagcbes de TDAH, incluindo aquelas desenhadas
para avaliar intervengoes clinicas. A consisténcia interna da SNAP-IV parece ser de

boa a excelente °

. Em estudo prévio, nés determinamos um alfa de Cronbach
satisfatério (0.74) para a escala completa (26 itens) numa amostra diferente *2. A
escala foi preenchida pelos pais dos sujeitos.

A estimativa de QI foi realizada pela aplicagdo dos subtestes cubos e
vocabulario da Escala de Inteligéncia Wechsler — Terceira Edicdo (WISC IlI) > por

psicélogas treinadas.

O fluxograma de entrada de pacientes no estudo encontra-se na figura 1.

INSIRA FIGURA 1 AQUI
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Fator em estudo, varidveis demogréficas e de confuséo

Fator em estudo. O fator em estudo (fumo na gestagao) foi avaliado com a mae
bioldgica através de questionario especifico desenvolvido para este estudo. O fator em
estudo foi avaliado de trés formas: dicotdémica, categorica (ndo fumante, 1 a 9
cigarros/dia, 10 ou mais cigarros/dia) e dimensional (nUmero de cigarros fumados/dia).
A definicdo categérica foi baseada naquelas utilizadas em estudos prévios de

10;45

associacao de fumo ao TDAH e a outras doengas médicas como doencas

cardiovasculares .

Varidveis demograficas e fatores de confusdo. As variaveis demograficas
(idade, sexo, etnia, escolaridade e nivel sécio-econémico, e possiveis confundidores
(uso de alcool na gestagao, idade materna e peso do bebé ao nascimento) foram
avaliados com os cuidadores e com a mae bioldgica através de questionario especifico
desenvolvido para este estudo. O nivel sdcio-econdmico (NSE) foi determinado pela
Escala Sécio-Econémica da Associagdo Brasileira de Institutos de Pesquisa de
Mercado *°. As comorbidades foram avaliadas por extensa avaliacdo clinica (ver
acima). O diagnéstico parental de TDAH foi avaliado por um psiquiatra de criangas e
adolescentes usando o médulo de TDAH do K-SADS-E, modificado para avaliar os

critérios do DSM V. Esta estratégia foi usada em diversos estudos prévios *°’.

Anélise dos Dados

Os pacientes com TDAH-D foram comparados com seus controles sem o
transtorno em relagéo as variaveis demograficas, clinicas e em relagcao a exposigao a
fumo na gravidez através de andlise de regressdo logistica condicional®. Os
potenciais confundidores foram definidos por analise conceitual na literatura e/ou
através de uma ampla definicao estatistica (associagédo tanto com o fator em estudo
como com o desfecho para um p < 0,20). Esta abordagem garante analises bastante

conservadoras.
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A seguir, foi realizada a analise estatistica entre casos e controles, com ajuste
para potenciais confundidores, quanto a variavel ordinal de fumo na gravidez por
Analise de Regressao Logistica Condicional.

Na analise da variavel categorica de fumo na gestacdo com os escores
atencionais da sub-escala do SNAP-IV (analise dimensional) foi utilizada Analise de
Variancia com ajuste para potenciais confundidores. Para localizacdo das diferengas
entre os grupos foi utilizado um teste post-hoc (Teste de Tukey). O nivel de

significancia foi estabelecido em 5%.

RESULTADOS

A amostra foi composta de 100 sujeitos com TDAH-D e 100 controles sem
TDAH. As caracteristicas demograficas e clinicas estdo apresentadas na tabela 1. Na
comparagao entre os dois grupos foram encontradas diferencgas significativas quanto a
diagnostico materno de TDAH (p< 0,001), QI estimado (p= 0,002), presenga de TOD
(transtorno oposicional desafiador) (p= 0,001), TAG (transtorno de ansiedade

generalizada) (p= 0,05) e FS (fobia social) (p= 0,004) (vide Tabela 1).

INSERIR TABELA 1 AQUI

Nas analises univariadas, observou-se um numero significativamente maior de
cigarros fumados por dia durante a gestagao para as maes dos individuos com TDAH-
D (p= 0,017; RC= 1,07; IC= 1,01-1,14). A analise da propor¢do de maes fumantes/nédo
fumantes durante a gestagao (dicotdmica) ndo mostrou diferenga significativa entre
casos (29% de maes fumantes) e controles (19% de maes fumantes). Quando se
estratificou a quantidade de cigarros fumados durante a gestagao, surgiu um resultado
estatisticamente significativo entre casos e controles. A proporgao de fumo de 10 ou
mais cigarros na gestagdo nas maes dos sujeitos com TDAH-D foi maior do que nas

maes dos controles (p= 0,014; RC= 3,19; IC= 1,27-8,04) (figura 2).
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INSERIR FIGURA 2 AQUI

As variaveis TOD e alcool na gestagao foram consideradas como potenciais
confundidoras. As outras variaveis ndo estavam associadas com o desfecho e com o
fator em estudo para um p < 0,20 . A Regresséao Logistica Condicional indicou que os
casos com TDAH-D estiveram significativamente mais expostos a nicotina no periodo
intra-utero do que os controles (tabela 2), mesmo apés ajuste para os confundidores

(RC = 3,13; IC = 1,15-8,55).

INSERIR TABELA 2 AQUI

Na analise dimensional também encontramos resultados significativos. Nesta
analise foram considerados potenciais confundidores o TOD, o uso de alcool na
gestacdo e o transtorno de conduta, por estarem associados tanto ao desfecho
(escores dimensionais de desatencgio) e ao fator em estudo (p < 0. 20). Estratificando-
se a quantidade de cigarros fumados por dia durante a gravidez e controlando-se para
os potenciais confundidores, verificamos uma diferenca estatisticamente significativa
nos escores atencionais entre estes estratos (F= 4,34; p= 0,014). A principal diferenca
estava entre os individuos cujas maes fumaram 10 ou mais cigarros por dia e aqueles
cujas maes nao fumaram (Tukey, p= 0,001). Também foi significativa a diferenca entre
os dois estratos de fumo na gestacdo (= 10 cigarros versus 0 a 9 cigarros) (Tukey, p=

0,04).

DISCUSSAO

NoOs examinamos a associacdo entre exposicdo pré-natal a nicotina e o
diagnostico de TDAH-D numa amostra ndo referida de criangcas e adolescentes de
ambos os sexos. Encontramos diferencas significativas na quantidade de cigarros
fumados por dia na gravidez entre os casos e os controles. Os resultados também

foram significativos na analise dimensional. Na analise multivariada com controle para
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confundidores, verificou-se uma razdo de chances 3,13 vezes maior para TDAH-D
naquelas criangas em que as maes fumaram 10 ou mais cigarros por dia na gestacao.

Ndo ha consenso na literatura sobre este tema. Muitos estudos descrevem
resultados negativos para esta associagcdo. Quatro estudos de seguimento que
classificaram TDAH de acordo com os critérios do DSM e coletaram a informacao
sobre fumo materno na gestagao retrospectivamente ndo encontraram tal associacao
102830 Maughan et al 3!, num estudo prospectivo e de base populacional, encontraram
que fumo na gravidez estava associado a TC, mas nao a sintomas de TDAH. Mais

recentemente, Knopik et al *

em um estudo avaliando 1936 pares de gémeos
encontraram que o risco para TDAH nao estava significativamente aumentado nos
individuos cujas maes fumaram durante a gestacio. Pesquisas clinicas voltadas mais
especificamente a estudar a associagéo entre aspectos atencionais (e ndo somente o
desfecho TDAH) e fumo na gravidez também tém encontrado resultados negativos.
Fried et al *, numa coorte acompanhando 126 criangas e avaliando desatengdo por
teste neuropsicoldgico e pela escala de Conners, ndo evidenciaram tal associagao.

Landgren et al *

em um estudo de caso-controle de base populacional nao
encontraram associagcao entre fumo na gravidez e problemas atencionais. Mais
recentemente, Cornelius et al ® num estudo prospectivo bem desenhado com uma
amostra de 593 criangcas também ndo encontraram esta associagdo. Entretanto,
alguns estudos prévios tém apresentado resultados na mesma diregdo dos que
encontramos em nosso estudo, tanto em relagdo ao desfecho de TDAH de forma geral

3335 como em relacdo a analise dimensional de escores atencionais (em escalas de

sintomas ou testes neuropsicoldgicos) .

Portanto, nossos resultados vem
corroborar os achados positivos anteriores e, baseado no que revisamos da literatura,
sdo os primeiros indicando a associagdo entre fumo no gravidez e TDAH numa
amostra nao referida e especifica de individuos diagnosticados com TDAH com

predominio de desatencao.

Fatores peri-natais, idade materna, histéria materna de TDAH e presenca de
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comorbidades também tem sido associadas ao TDAH. Assim, exposicao pré-natal ao

| ®® encontraram

alcool e TDAH tem sido verificada em alguns estudos. Aronson et a
uma alta prevaléncia de TDAH num pequeno grupo de filhos de mées alcoolistas. Mais
recentemente, Mick et al *°, num estudo controlado, acharam um risco aumentado
para TDAH na prole de maes com uso abusivo de alcool na gravidez. Também para o
transtorno de conduta ha referéncia na literatura de associacao deste com fumo
materno na gravidez '“®. Dessa forma, os resultados contraditérios na literatura sobre
a associacao entre fumo e TDAH podem estar relacionados a problemas no controle
desses potencias confundidores. No presente estudo, ndo identificamos que algum
destes potenciais confundidores estivesse explicando a associagdo que encontramos
entre fumo na gestacdo e TDAH.

Estudos com animais tém demonstrado alteragcdes cerebrais e
comportamentais que sdo consistentes com estudos em humanos com TDAH.
Diminuicao do fluxo sanglineo cerebral e diminuigdo do peso total do cérebro em fetos
expostos a nicotina %1 menor circunferéncia craniana em filhotes de “maes fumantes”

|63

%2 ¢ alteracdes estruturais e comprometimento da maturacdo neuronal ®® em ratos s&o

alguns exemplos. Também estudos com animais indicam que a exposigao pré-natal a

6!

nicotina pode resultar em caracteristicas de hiperatividade na prole ® e que estes

efeitos sdo duradouros ©°

, estando os mecanismos possivelmente relacionados a
modulagdo do sistema dopaminérgico e a um aumento do numero de receptores
nicotinicos ®¥®’. A nicotina, principal substancia psicoativa do tabaco, possivelmente
traz prejuizos no desenvolvimento dos sistemas de neurotransmissores cerebrais de
diferentes maneiras. Inicialmente, sendo um potente vasoconstritor aumenta a pressao
arterial sangliinea e a frequéncia cardiaca materna, resultando em menor fluxo
placentario e menor oxigenacdo fetal ®®. Sabe-se que em ratos, a hipéxia provoca
alteracdo no desenvolvimento destes sistemas ®°. A nicotina também interfere na

replicagao celular que é um dos estagios mais criticos do desenvolvimento fetal e

termina quando a diferenciagdo celular inicia °. De acordo com a hipdtese de Slotkin
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" o fumo na gestacdo resulta numa troca prematura da replicacdo para a

diferenciacédo das células alvo de estimulagao colinérgica, tendo consequéncias muito
danosas para as futuras conexdes sinapticas em termos qualitativos e quantitativos.
Ha ainda evidéncias de um sitio pré sinaptico para receptores nicotinicos no sistema
nervoso central, o que é consistente com o papel modulatério na liberacao de
neurotransmissores. Estudos indicam que os receptores nicotinicos potencializam a
liberagdo pré-sinaptica da dopamina, da noradrenalina e da serotonina "°. Portanto,
exposicao pré natal a nicotina provavelmente também produza efeitos por sua acao
direta nestes sistemas. Por tudo isso, alteracbes no desenvolvimento dos sistemas
colinérgicos podem explicar a incidéncia aumentada de TDAH em individuos expostos
a nicotina durante o periodo intra-Utero, dado o papel das catecolaminas neste
transtorno 2.

Interessantemente, diversos estudos tém descrito redugdes do tamanho de
estruturas cerebrais em humanos associadas ao diagnéstico de TDAH "™, Assim, a
associagao entre fumo na gravidez e TDAH-D verificada neste estudo traz subsidios
para a busca de mecanismos fisiopatoldogicos que possam explicar as bases

neurobiolégicas do transtorno.

Forcas do Estudo

Alguns aspectos deste estudo falam a favor da relevancia de seus achados.
Primeiro, o fato de ser uma amostra nao referida, o que Ihe confere uma caracteristica
de mais representatividade da populagdo. Segundo, se trata de uma amostra
exclusivamente de individuos com TDAH com predomino de desatencdo, o que
significa um passo adiante na pesquisa em TDAH, em fungéo da escassez de estudos
especificamente com este subtipo do transtorno. Além disso, é importante salientar
que o diagndstico foi obtido por avaliagdo clinica por psiquiatra de criangas e
adolescentes e nao por escores de escalas auto-relatadas de sintomas, o que é uma

limitacdo em alguns estudos. Isto, somado ao fato de que foram incluidos somente
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individuos com no maximo 3 sintomas de hiperatividade, indica que a amostra diz
respeito a individuos que representam especificamente o subtipo em questdo (p.ex.,
amostras que incluem sujeitos com 6 ou mais sintomas de desatengdo e 4 ou 5 de
hiperatividade-impulsividade podem ter maiores chances de incluir casos de TDAH
combinado subliminares e nao casos verdadeiramente de TDAH-D). Outro ponto
positivo deste estudo € o moderado tamanho amostral, o que diminui a chance de erro
tipo Il. Por ultimo, os resultados deste estudo foram apresentados no contexto de
analises estatisticas mais conservadoras, visto que foi considerado um critério mais
elastico na inclusdo das variaveis como potenciais confundidoras, e foram incluidos

nas analises os principais confundidores descritos na literatura.

LimitagOes do Estudo

Os resultados relatados neste estudo devem ser analisados no contexto de
algumas limitagdes metodolégicas. Por ser um estudo com avaliacéo retrospectiva da
exposicao, os resultados estdo sujeitos ao viés de “recall”, situagdo na qual mae de
casos podem ter fornecido informagbes com um padrao diferente das maes dos
controles. Contudo, ndo ha como afirmar a diregao deste viés. Maes de pacientes com
TDAH podem estar motivadas a encontrar uma causa para o problema do filho e
assim tentar lembrar com mais detalhes as informacdes sobre o fator em estudo. Por
outro lado, estas mesmas maes podem sentir-se culpadas pelo uso de cigarros na
gestacao e tentar minimizar o fato. De fato, ha um relato na literatura indicando que as
maes tendem a subrelatar complicagdes nos periodos da gravidez e neonatal .
Contudo, estudos apontam que a validade de informagdes sobre fumo no passado
giram em torno de 90% ®’’. Outra potencial fonte de viés é o fato de que os
entrevistadores que avaliaram a quantidade de cigarros fumados na gestagdo nao
estavam cegos em relagcdo ao desfecho clinico. Apesar disso, € importante salientar

que eles ndo estavam a par de detalhes dos objetivos e das hipéteses do estudo.
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Cabe salientar que ndo houve diferenca entre casos e controles em outras variaveis
(uso de alcool na gestacdo e peso do bebé ao nascimento) que também poderiam
estar associadas ao TDAH. Ou seja, parece pouco provavel que os entrevistadores

tenham sido tendenciosos so para a variavel fumo e nao para as demais

Implicagdes Clinicas

Em resumo, nossos resultados apontam para uma associagédo entre TDAH-D e
fumo de cigarros na gravidez. Nossos resultados reforcam achados de estudos prévios
com amostras incluindo todos os subtipos do TDAH (principalmente o combinado).
Pelo que sabemos, este é o primeiro estudo em uma amostra nao referida com foco
em sujeitos com TDAH-D extensivamente avaliados. Se no futuro estudos
prospectivos puderem determinar que essa € uma relagédo causal, e levando em conta
que fumo na gravidez é prevenivel, novas estratégias em termos de saude publica
podem ser adotadas, com énfase no aconselhamento das gestantes sobre os riscos
de danos cognitivos de longo prazo a suas proles. Além disso, devem ser realizados
estudos que avaliem o impacto das interacdes gene-ambiente para estimar os efeitos
da exposicdo a nicotina intra-Utero de acordo com diferentes vulnerabilidades

geneticas.
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Figura 1. Fluxograma da participagao dos pacientes.
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Tabela 1. Caracteristicas demogréficas e clinicas dos casos com TDAH-D (n=100) e controles

(n=100)
Caracteristica TDAH-D Controles valor de p
Média de idade (DP), meses 142 (39,5) 140 (38,5) 0,72
Sexo (masculino), % 68 68 1
Etnia (caucasoide), % 62 73 0,13
Média de escolar. (DP), anos 4,4 (2,7) 4,7 (3) 0,12
NSE (classe B), % 49 56 0,13
TDAH materno, % 28 3 <0,001
Média de QI estimado (DP) 94 (11) 99,3 (11,4) 0,001
Uso de alcool na gestacéo, % 9 4 0,2
Média de peso ao nascer (DP), Kg 3,32 (0,6) 3,29 (0,6) 0,74
Média de idade materna
no parto (DP), anos 27 (6,5) 27,6 (6,7) 0,53
Comorbidades, %
Transtornos de humor
Depressao Maior 4 1 0,25
Distimia 4 1 0,22
Transtornos de ansiedade
Fobia simples 21 19 0,69
TAG 14 5 0,05
TAS 8 3 0,18
Fobia social 21 5 0,004
Agorafobia 11 5 0,1
Transtornos disruptivos
TOD 38 14 0,001
TC 2 1 0,57

TDAH-D: transtorno de déficit de atengao/hiperatividade com predominio de desatengéo;

DP: desvio padrdo; NS: ndo significativo; NSE: nivel sécio-econdmico; TAG: transtorno de ansiedade

generalizada; TAS: transtorno de ansiedade de separagéo; TOD: transtorno oposicional desafiador; TC:

transtorno de conduta.
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Tabela 2. Razédo de chances (RC) para TDAH-D de acordo com fumo na gestagéo, ajustado
para o potenciais confundidores.

Wald 5> valor de p RC IC - 95%
Alcool na gestagéo 0,85 0,36 2,05 0,45-9,4
TOD 10,84 0,001 3,66 1,69-7,93
Fumo na gravidez
Nenhum cigarro 7,02 0,03 - _
Até 9 cigarros por dia 1,24 0,27 0,55 0,19-1,58
10 ou mais cigarros por dia 4,95 0,026 3,13 1,15-8,55

TDAH-D: transtorno de déficit de atengao/hiperatividade com predominio de desatengao;
IC: intervalo de confianca; TOD: transtorno oposicional desafiador.
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ABSTRACT

Objective: To investigate the association between four candidate genes (a-2A
adrenergic receptor gene [ADRA2A] , dopamine D4 receptor gene [DRD4], dopamine
transporter gene [DAT1], and dopamine beta-hydroxylase gene [DBH]) and attention
deficit/hyperactivity disorder - inattentive type (ADHD-I).

Method: In family-based and case-control association studies, we evaluated a sample
of 100 ADHD-I children and adolescents (and their parents) and 100 non-ADHD
controls. Diagnosis of ADHD-I and co-morbidities were performed according to DSM-IV
criteria using semi-structured (K-SADS-E) + clinical interviews with both the subjects
and their parents.

Results: The haplotype relative risk (HRR) analysis and the transmission
disequilibrium tests (TDTs) showed no significant associations between these
candidate genes and ADHD-I. In the case-control approach, we verified that the
homozygosis of the G allele for the ADRA2A was significantly more frequent in the
ADHD-I probands (20%) than in controls (8%), even after adjusting for potential
confounders (p = 0.017; OR =4.01; Clgs = 1.29-12.51).

Conclusion: In a non-referred sample, our results suggest that the ADRAZ2A is
associated with ADHD-I, replicating findings from other studies in the literature on the
importance of the noradrenergic system in the pathophysiology of ADHD, especially for
the dimension of inattention.

Key Words: attention deficit/hyperactivity disorder inattentive type; adrenergic

receptors; ADRA2A gene.



100

INTRODUCTION

Attention deficit/hyperactivity disorder (ADHD) is one of the most common
mental disorders affecting children and adolescents, with an estimate prevalence
ranging from 3 to 10% '. The causes of ADHD remain unclear, but family-based
studies, and investigations involving twin siblings and adopted children have described
ADHD as highly inherited, suggesting a strong genetic influence °.

The candidate genes related to the dopaminergic neurotransmitter system are
the most studied genes. The most robust finding in ADHD is the association of a
variable number tandem repeat (VNTR) polymorphism in exon 3 of the dopamine D4
receptor (DRD4) gene °. The majority of studies examining the DRD4 as a candidate
gene have focused on a 48 base pair VNTR polymorphism (7-repeat allele). Two meta-
analyses were performed investigating subjects with ADHD and DRD4 demonstrating a
positive association "®.

The dopamine transporter (DAT1) seems to be related to ADHD since this
transporter is inhibited by methylphenidate (MPH), which is the main pharmacological
therapy for ADHD °. Studies of 10 polymorphisms of the DAT1 gene have been
conducted, with special focus on the 40bp allele in the exon 15. Although the finding
suggesting that the 10R allele represents a risk factor for ADHD is the second most
often replicated result, studies have shown divergent results "°.

Initial studies on the genes of the noradrenergic system are focused on the
gene encoding dopamine beta-hydroxylase (DBH) enzyme, which converts dopamine
to noradrenaline. Daly et al. "' performed the first study that tested the association
between the DBH Tagl polymorphism and ADHD. Afterwards, other three studies have
demonstrated the association for the same polymorphism ', However, the results
have been negative for other six DBH polymorphisms °.

Genes encoding adrenergic receptors have also been studied. Animal-based
studies suggest that noradrenergic projections to the prefrontal cortex improve

prefrontal cortical functions, such as working memory, basically through postsynaptic
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alpha-2 receptors. Of the several types of alpha-2 receptors in the brain, alpha-2-A
(ADRAZ2A) is the one with the most promising perspectives for research. This receptor
is present in many cerebral regions, being the most prevalent noradrenergic receptor in
the prefrontal cortex. Pharmacological evidence in animals and humans supports the
importance of the noradrenergic system, especially of ADRA2A, for the cognitive
activities of the prefrontal cortex probably related to ADHD '>'. ADRA2A gene is
located in chromosome 10g23-25. The —1291 C>G single nucleotide polymorphism
(SNP) was identified at the promoter of the ADRA2A gene ™. Only four studies
evaluated the association of this ADRA2A polymorphism and ADHD and their results
are contradictory "%, Park et al.  found an association between ADRA2A gene and
ADHD by TDT and dimensional assessment by QTDT for the inattention and
hyperactivity-impulsivity scores. None of these studies investigated the association of
ADRAZ2A gene and ADHD - inattentive type.

Different cases are likely to present particular characteristics (clinical
heterogeneity) and, as a consequence, etiological heterogeneity. According to the
suggestions of studies on other psychiatric diseases, this heterogeneity may obscure a
positive finding. Therefore, the reduction of clinical heterogeneity of ADHD through the
definition of ADHD subtypes seems to be a very important resource for this kind of
study, since types with active specific biological and environmental components may
be identified .

Several studies have indicated differences in social, academic and behavioral
functioning among the subtypes of ADHD %?°. Most of these studies included basically
clinical samples®®?*. These studies consistently found that the subtypes of ADHD have
different impairment patterns according to the dimensions of the symptoms presented
% and many authors agree that the greatest differences can be found between the
inattentive type and the other types 2*%%’_ |n addition, in a recent study, Woo & Rey *
stated that studies demonstrate that the inattentive type is the most common subtype

of ADHD, accounting for about half of the cases.
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In accordance with this framework, some studies have investigated the
association between candidate genes and attentional problems, both in dimensional
and categorical assessments.

Rowe et al. 34

verified the particular influence of the 7-repeat allele of DRD4
on the dimension of inattention. Several other polymorphisms of this gene have already
been studied. McCracken et al. *' verified the significant preferential transmission of the
240-bp allele. The preferential transmission was more significant only when cases of
inattention were considered. Swanson et al. ** published the first study about the
influence of risk alleles for ADHD on the cognitive endophenotype, using
neuropsychological tests to assess specific attentional capacity in patients with ADHD.
In opposition to the primary prediction of the study, the authors found a deficient
attentional performance in the group with absence of the 7-repeat allele of the DRD4
gene.

Qian et al. 43

evaluated a sample of Chinese subjects with a polymorphism of
the COMT gene, and found a significant association in the subsample of boys with
ADHD. The results were particularly significant in the inattentive subtype. Roman et al.
21 in a sample of Brazilian children and adolescents with ADHD, detected an
association of ADRA2A in dimensional analyses in the groups of symptoms that
included inattention (inattentive and combined symptoms). This data was replicated in
an independent sample by the same group **.

As we can see, there are no studies on the association of candidate genes with
non-referred specific samples of ADHD inattentive type in the literature, which is an
important step towards a deeper understanding of the pathophysiology of ADHD
subtypes. Therefore, the objective of this study is to investigate the association of
ADHD predominantly inattentive type and those candidate genes mentioned above in a

non-clinical sample including only subjects with this type of disorder. Our hypothesis is

that noradrenergic genes are more likely to be associated with ADHD-I.
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METHODS

Sample

A non-clinical sample of 200 students was ascertained from 12 public schools
located in Porto Alegre, Brazil. Female and male children and adolescents aged from 6
to 18 years who were in contact with their biological mothers were included in this
study. Those students with at least four symptoms of inattention and at most three
symptoms of hyperactivity/impulsivity detected by the screening instrument (SNAP V)
*5 completed by the teachers were considered positive screening. A control with at
most three symptoms of inattention and three symptoms of hyperactivity/impulsivity
determined by the SNAP IV completed by the teachers was matched according to

gender and age for each positive case selected in the schools.

Screening procedures

First, we contacted the schools to obtain the authorization to start the
investigation. A child and adolescent psychiatrist visited the schools to inform teachers
about the research project and ADHD. Research assistants were extensively trained to
help teachers to complete the SNAP V. They visited the schools and asked the
teachers to complete the SNAP IV for each student considered as having attentional
problems. Selected subjects, controls, and their families were invited to participate in
the diagnostic phase of the study.

The project was approved by the Ethical Committee of our University Hospital
(approved as an IRB by the Office for Human Research Protections, United States of
America - IRB 00000921). Written informed consent was obtained from parents for the
assessment of children. These children or adolescents provided verbal assent to

participate in the study.
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Diagnostic procedures

The diagnosis of ADHD-I and its co-morbidities were performed by a three-
stage process: a) evaluation with a semi-structured interview (Schedule for Affective
Disorders and Schizophrenia for School-Age Children, Epidemiological Version — K-
SADS-E) “, modified to assess DSM IV criteria and administered to the parents by
trained research assistants. The interrater reliability for the ADHD diagnosis was
previously assessed (Kappa coefficient = 0.94; p < 0.001)*"; b) discussion of each
diagnoses derived from the K-SADS-E in a clinical committee chaired by an
experienced child and adolescent psychiatrist (LAR); c) clinical evaluation of ADHD-IT
and comorbid conditions using DSM IV criteria by a child and adolescent psychiatrist
who previously received the results of the K-SADS-E and conducted interviews with
parents and the child or adolescent. When a diagnostic disagreement occurred in the
three-stage process, priority was given to diagnosis derived from clinical interviews. In
addition to this diagnostic procedure, the clinician used the Children’s Global
Assessment Scale (CGAS) to estimate subject’'s overall functioning. The CGAS is a
widely used measure of child and adolescent global functioning with adequate
psychometric properties (test-retest and interrater reliability/concurrent and
discriminative validity) *®. The scale allows scores from 0 to 100. The higher the scores,
the better the global functioning *°.

Cognitive evaluation relied on the Vocabulary and Block Design subtests of the
WISC Il administered by trained psychologists to estimate the subjects’ overall 1Q *°.

After this evaluation process, the exclusion criteria were defined as an
estimated 1Q < 70 and the diagnosis of psychosis. To assure that we are dealing with
real ADHD - inattentive type, we only included cases fulfilling DSM-IV criteria for
ADHD inattentive type but presenting at most three symptoms of hyperactivity-

impulsivity after this extensive evaluation.
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Parents were also evaluated for past (childhood) and present diagnosis of
ADHD by a child and adolescent psychiatrist, using the ADHD module of the K-SADS-
E, modified to assess DSM |V criteria, a strategy used in several previous studies ' °".

Information about demographic data, pre- and perinatal factors was
systematically collected from the parents. Socioeconomic status was defined according
to the socioeconomic scale of the Associacéo Brasileira de Institutos de Pesquisa de

Mercado %2.

The flow chart of the patients’ participation in the study is shown in figure 1.

INSERT FIGURE 1 ABOUT HERE

Genotyping

High-molecular-weight genomic DNA was extracted from whole blood by a

53

salting-out procedure °°. Protocols for polymerase chain reaction amplifications of

genomic DNA samples, and genotyping were conducted as previously described "'

54

Data analysis
Allele frequencies were estimated by counting. For family-based association
analysis we used the original TDT (i.e., a McNemar’s 2 test of biased transmission

alleles from heterozygous parents to their affected offspring) *°

and the haplotype
relative risk (HRR) statistics *°. For the HRR analysis, both trios composed of father,
mother, and affected child and parent/proband pairs were included, and heterozygotes
parent/proband pairs with the same genotype were excluded since the transmission
status of parental alleles could not be determined °’.

In the case-control association approach we used conditional logistic regression

analysis *® to compare demographic, perinatal, clinical variables, and the genotype
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frequencies between probands and controls. All variables showing some level of
association (P < 0.20) with both dependent and independent variables were considered
potential confounders. Since case-control approach has the potencial for population
stratification, we also tested whether ethnicity would change the results of the
condicional logistic regression. A significance level of 5% was accepted in all other

analyses.

RESULTS

We genotyped 100 ADHD-I probands and 100 non-ADHD controls. We also
genotyped 173 parents (fathers and mothers) assessed from 73 mother, father, and
affected child or adolescent trios, and 27 mother/child or adolescent pairs.
Demographic and clinical variables for probands and controls are shown in table 1. We
found significant differences between the groups in relation to maternal ADHD (p <
0.001), estimated 1Q (p = 0.002), co-morbidity with oppositional defiant disorder (ODD)
(p = 0.001), generalized anxiety disorder (GAD) (p = 0.05), and social phobia (p =

0.004).

INSERT TABLE 1 ABOUT HERE

ADRA2A

The allele frequencies calculated from unrelated European-derived patients
were 0.64 for the —1291C allele and 0.36 for the -1291G allele. The genotype
frequencies in the investigated subjects were 0.45 for CC homozygotes, 0.37 for CG
heterozygotes, and 0.18 for GG homozygotes. These frequencies were under Hardy-

Weinberg equilibrium.
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We obtained data on allele transmission for HRR analysis from 97 families. The
analysis revealed a non-significant association of the ADRA2A -1291 C>G variant and
ADHD-I, since no allele was preferentially transmitted (see Table 2). Similar findings

were obtained through TDT analyses (available upon request).

INSERT TABLE 2 ABOUT HERE

In the case-control analysis, we verified that homozygous GG children at the
ADRA2A -1291 C>G polymorphims were significantly more frequent in the ADHD-I
probands (20%) than in controls (8%) (p = 0.017; OR = 4.01; Clgs= 1.29-12.51), even
after adjusting for potential confounders (maternal ADHD, co-morbidity with social

phobia, and maternal use of alcohol during pregnancy) (see Table 3).

INSERT TABLE 3 ABOUT HERE

DBH

The allele frequencies in the unrelated Caucasian patients were 0.37 for the A1
allele and 0.63 for the A2 allele. The genotype frequencies in these individuals were
0.18, 0.39, and 0.43 for A1A1, A1A2, and A2A2 individuals, respectively. These
frequencies were under Hardy-Weinberg equilibrium.

We obtained information on allele transmission for HRR analysis from 92
families. The analysis revealed a non-significant association of the DBH Tag! alleles
and ADHD-I. No significant association was evidenced at both the case-control (p =

0.54; OR =0.82; Clgs = 0.43 — 1.56) and the TDT approaches as well.
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DRD4
The 4-repeat (60%), the 7-repeat (25%), and the 2-repeat (7%) alleles were the

most prevalent variants at the DRD4 locus. The most common genotypes were 4/4
(0.37), 4/7 (0.27), 2/4 (0.10) and 7/7 (0.10), being under Hardy-Weinberg equilibrium.
HRR analysis in 98 families showed no overall evidence of association between
DRD4 and ADHD-I. There was no evidence of case-control differences in the
frequency of the 7-repeat allele (p = 0.97; OR = 1.01; Clgs = 0.53 — 1.94). Similar

findings were obtained through TDT analyses.

DAT1

The most common alleles at the DAT1 gene were the 10-repeat allele (79%)
and the 9-repeat allele (20%). The genotype frequencies were 0.597 and 0.387 for
10/10 and 9/10 individuals, respectively. These frequencies were under Hardy-
Weinberg equilibrium.

We failed to observe preferential transmission of any allele in the HRR analysis
for DAT1 in 93 families. There was no evidence of case-control differences in the
frequency of the 10-repeat allele (p = 0.6; OR = 1.19; Clgs = 0.62 — 2.30), as well as a

preferential transmission in the TDT analyses.

Gene to gene interaction

In secondary analyses, we investigated the effects of gene to gene interaction
using conditional logistic regression analyses. Due to sample size restrictions, only two
way interactions were assessed. Thus, six possible interactions were tested (for DRD4:
presence of the 7R allele; for DAT1: homozigosity of the 10R; for DBH: presence of the
allele 2; for ADRA2A: homozigosity for the G allele). Interactions were tested in the
context of the main effect of individual risk alleles or genotypes. In addition, potential

confounders identified for the two individual genes that were entered in each model
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were kept in these analyses. No significant effect of any of the six interactions tested

was found (available upon request).

DISCUSSION

In a sample of Brazilian ADHD-I probands and their families, no association
between ADRAZ2A, DBH, DRD4, and DAT1 and the disorder was observed through
family-based association methods. In the case-control approach, we found that
homozygosity for G allele at the —1291C>G ADRA2A gene was significantly more
frequent in the ADHD-I probands than in controls, even after adjusting for potential
confounders.

Using family-based approach, we failed to demonstrate association between the
adrenergic receptor alpha-2-A gene and ADHD inattentive type. No preferential
transmission of the —1291C>G G allele was detected in the HRR or TDT analysis.
However, when we compared the probands and non-ADHD controls, we found an
evidence of association for the —1291C>G G allele and ADHD-I. To the best of our
knowledge, this is the first study showing such an association. In addition, these results
concur with other studies using dimensional analysis that suggest a more significant
role for the noradrenergic system in the symptoms of inattention. Two of these studies
included independent samples from our population and assessed ADRA2A.The most
recent of them assessed 128 children and adolescent with DSM IV ADHD. The
subjects were grouped according to —1291 C>G genotypes (CC, CG, or GG) and
compered on parental SNAP IV scores. The association between inattention symptoms
and ADRA2A (GG genotype) was again verified **. At least in our population, this gene
seems to be related to inattention aspects of ADHD ?'**. The observation of a similar
result in a completely different sample obtained from a previously investigated
population is the strongest evidence of replication available for a complex disease such

as ADHD *°. Our findings corroborate to studies showing that inattention and
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hyperactivity-impulsivity are related, but separated, symptom domains °*®'. Therefore,
it is possible to speculate that different genetic components might be related to each of
these symptomatic dimensions.

It is important to stress that inconsistencies between findings from family-based
and case-control approaches were detected in the analysis of the association of
ADRAZ2A and ADHD-I. The absence of preferential transmission of either —1291C>G
allele in our ADHD families could suggest that this ADRA2A variant does not confer
susceptibility to the disorder. This would be consistent with previous findings from our
group that suggested that this variant may be a modifier gene and not a susceptibility
gene ?'. However, the negative family-based results could be explained by the
probable small effect of this gene in the disorder, an effect that would be difficult to
detect in association studies with small samples ®2. Therefore, the use of different
approaches, such as the case-control study, would be more effective in detecting small

genetic effects. Besides, Bobb et al. '

, in a review on molecular genetic studies,
observed that 46% of the 26 studies using family-based and case-control approaches
on the same population and polymorphism found divergent results, indicating that both
methods should be used to prevent the possibility of type Il error.

In both approaches used in this study (family-based and case-control), no
association of the DBH gene with ADHD-I was found. Our results concur with most
studies about this gene. In two of them, the association was with the presence of the
Tagq| restriction site '"'2, but in other two studies the risk allele was the absence of this
restriction site "2,

Also, we were not able to identify association among the dopaminergic genes
and ADHD inattentive type. No preferential transmission of the 7-repeat allele at DRD4
and the 10-repeat allele at DAT1 were detected in the TDT and HRR analysis. When
we compared the probands to non-ADHD controls, no evidence of association was

found, as well. These findings are in agreement with other studies. Despite there are

already two meta-analyses for DRD4 pointing to the association of this gene with
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ADHD in general, the studies that assessed the inattention symptoms dimension have

divergent results. Swanson et al *?

, assessing the influence of risk alleles in ADHD
subjects using specific neuropsychological tests for attentional capacity, showed a
worse attentional performance in the group without the DRD4 7R risk allele. Recently,
a study investigated the relationship between dopamine D4 receptor gene alleles and
subtypes of the disorder did not find a significant association for the inattentive type .
However, there are studies with positive results for this association **°. The studies
are even less conclusive for the DAT1. Maher et al. é, in a meta-analysis including 11
studies with a total of 824 informative meioses yielded a non-significant pooled odds

ratio estimate of 1.27 for the 480-bp allele. Later, there were positive ¢’

and negative
13689 findings on this association.

Some of the strengths of this study are: a) we examined a non-referred sample,
which is more representative of the population; b) a sample including only ADHD
inattentive type cases that were extensively assessed. Besides, the ADHD-I diagnosis
was performed by clinical assessment, being considered as subjects only those with at
most three symptoms of hyperactivity/impulsivity. These careful diagnostic procedures
increased the probability that the sample consists of subjects that represent this
specific subtype, avoiding the inclusion of the subthreshold ADHD combined cases
(those with at least six symptoms of inattention and four or five symptoms of
hyperactivity/impulsivity). Finally, the results were shown in a context of conservative
statistical analyses, since a broader statistical definition of potential confounders was
accepted including also main confounders described in the literature in the analyses.

However, there are some limitations of this study that should be considered.
First, case-control analyses always have the potential for populational stratification.
However, we were not able to identify significant differences in the allelic frequencies
for the ADRAZ2A between sub-groups composed by Caucasian and non-Caucasian.
Besides, even with the performance of the stratified analysis according to ethnicity, the

results for ADRA2A showed the same direction. Finally, even adjusting for ethnicity in
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the final conditional logistic regression, the results are still significant. Second, we
assessed a relatively small sample size. However, as far as we are aware, this study
included the largest sample of clinically assessed non-referred subjects with specific
ADHD-I.

In summary, although the family-based methods (HRR and TDT) showed no
significant associations between the candidate genes and ADHD-I, we are not able to
refute their importance in the etiology of the disorder. Maybe with other polymorphisms
of these candidate genes it would be possible to find out positive associations. Also a
probable small effect of these genes explains our negative results with these
approaches. However, we emphasize that our positive findings with a non-referred
sample provide evidence that the ADRA2A is associated with ADHD-I, supporting other
studies in the literature on the importance of the noradrenergic system in the
pathophysiology of ADHD. Moreover, the strongest evidence of replication one can find
in a complex disease such as ADHD is exactly the observation of a similar result in a
completely different sample obtained from a previously investigated population. The
search for other polymorphisms at the ADRAZ2A locus is warranted to further clarify the

putative effect of this gene on ADHD and its subtypes.
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Figure 1. Flow chart of the patients’ participation.
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INVITATION B — 37 REFUSES

—_ 12 HAD ADHD

B 2 EXCLUDED:

MENTAL
RETARDATION
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Table 1. Demographic and clinical characteristics of cases with ADHD-I (n = 100) and controls (n =

100)
Characteristic ADHD-I Controls p value
Average age (SD), months 142 (39.5) 140 (38.5) 0.72
Gender (male), % 68 68 1
Ethnicity (Caucasian), % 62 73 0.13
Average schooling (SD), years 4.4 (2.7) 4.7 (3) 0.12
SES (middle class), % 49 56 0.13
Maternal ADHD, % 28 3 < 0.001
Average estimate 1Q (SD) 94 (11) 99.3 (11.4) 0.001
Alcohol use in pregnancy, % 9 4 0.2
Average birth weight (SD), kg 3.32 (0.6) 3.29 (0.6) 0.74
Average maternal age
at delivery (SD), years 27 (6.5) 27.6 (6.7) 0.53
Co-morbidities, %
Mood disorders
Major depression 4 1 0.25
Dysthymia 4 1 0.22
Anxiety disorders
Simple phobia 21 19 0.69
GAD 14 5 0.05
SAD 8 3 0.18
Social phobia 21 5 0.004
Agoraphobia 11 5 0.1
Disruptive behavior disorders
ODD 38 14 0.001
CD 2 1 0.57

ADHD-I: attention deficit’/hyperactivity disorder - inattentive type; SD: standard deviation; NS: non-
significant; SES: socioeconomic status; GAD: generalized anxiety disorder; SAD: separation anxiety

disorder; ODD: oppositional defiant disorder; CD: conduct disorder.
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Table 2. HRR Analyses of ADRA2A, DBH, DRD4, and DAT1 Genes

ADRA2A DBH DRD4 DAT1
G+ Total A2+ Total 7+ Total 10+ Total
Transmitted 71 170 103 165 39 170 116 163
Not transmitted 73 170 98 165 42 170 111 163
Total 144 340 201 330 81 340 227 326
ADRA2A - %°=0.01; p=0.91; G +: presence of the G allele; 97 patients, 74 trios, and 23 parent/child pairs.
DBH - XZ =0.20; p=0.65 A2 + : presence of the A2 allele; 92 patients, 73 trios, and 19 parent/child pairs.
DRD4 - Xz =0.06; p=0.80; 7 + : presence of the 7 allele; 98 patients, 74 trios, and 24 parent/child pairs.
DAT1 - X2= 0.23; p=0.63; 10 + : presence of the 10 allele; 92 patients, 72 trios, and 20 parent/child pairs.
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Table 3. Case-Control Analysis of ADRA2A (GG homozygosis)

Wald 52 p value OR Cl-95%
Maternal ADHD 11.42 0.001 17.06 3.29 -88.40
Alcohol use during pregnancy 0.13 0.72 1.29 0.33-5.06
Social phobia 8.44 0.004 9.68 2.09-44.78
GG homozygosis 5.74 0.017 4.01 1.29 - 12.51

OR: odds ratio; Cl: confidence interval; ADHD: attention-deficit hyperactivity disorder.
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RESUMO

Objetivo: Avaliar a associagdo de quatro genes candidatos (receptor adrenérgico -
2A [ADRAZ2A], receptor dopaminérgico D4 [DRD4], transportador de dopamina [DAT1]
e dopamina beta-hidroxilase [DBH]) e transtorno de déficit de atengao/hiperatividade
com predominio de desatencéo (TDAH-D).

Métodos: Num estudo intra-familiar e de caso-controle, avaliamos uma amostra de
100 criangas e adolescentes (e seus pais) com TDAH-D e 100 controles sem TDAH. O
diagnéstico de TDAH-D e comorbidades foi realizado através dos critérios do DSM IV
por meio de uma estrevista semi-estruturada (K-SADS-E) + entrevistas clinicas tanto
com 0s sujeitos como com seus pais.

Resultados: As analises intra-familiares ( HRR — risco relativo de haplétipos; TDT —
teste de desequilibrio de transmissdo) ndao demonstraram associac¢des significativas
entre os genes candidatos e o TDAH-D. Na abordagem de caso-controle, verificamos
que a homozigose do alelo G do ADRAZ2A foi significativamente mais frequente nos
probandos (20%) do que nos controles (8%), mesmo apds ajuste para potenciais
confundidores (p= 0.017; OR=4.01; ICgs= 1,29-12,51).

Concluséo: Este estudo com uma amostra nao referida fornece uma evidéncia de que
o ADRAZ2A esta associado com o TDAH-D, estando de acordo com outros estudos na
literatura sobre a importancia do sistema noradrenérgico na fisiopatologia do TDAH.
Palavras-chave: transtorno de déficit de atencao/hiperatividade com predominio de

desatencgao; receptores adrenérgicos; gene do ADRA2A.
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INTRODUCAO

O transtorno de déficit de atencao/hiperatividade (TDAH) esta entre os
transtornos mentais mais comuns em criangas e adolescentes, com prevaléncia
estimada entre 3 e 10% . As causas do TDAH ainda nZo estdo esclarecidas, mas
estudos de familia, de gémeos e com adotados tém descrito uma alta herdabilidade
neste transtorno, sugerindo assim uma forte influéncia genética °.

Os genes ligados ao sistema de neurotransmissores dopaminérgicos sao o0s
mais estudados. O mais robusto achado em TDAH ¢ a associagdo de um polimorfismo
de numero variavel de repeticdes em tandem (VNTR) no exon 3 do gene do receptor
D4 de dopamina (DRD4) ®. A grande maioria dos estudos tem se focado no alelo de 7
repeticoes (7R) do polimorfismo VNTR de 48 pares de base (48pb). Duas meta-
analises foram realizadas investigando sujeitos com TDAH e DRD4, demonstrando
associacao positiva entre eles .

O transportador de dopamina (DAT1) esta fortemente implicado no TDAH visto
que ele é inibido pelo metilfenidato (MFD), que é o principal tratamento farmacolégico
para o TDAH °. Estudos de 10 polimorfismos no gene do DAT1 foram relatados,
principalmente o alelo de 40pb no exon 15. Embora o achado de que o alelo 10R
confere risco para o TDAH seja o segundo mais replicado, os resultados globais dos
estudos deixam duvidas '°.

Os estudos dos genes do sistema noradrenérgico concentram-se no gene que
codifica a enzima dopamina beta-hidroxilase (DBH), que converte a dopamina em
noradrenalina. Daly et al "' foram os primeiros a testar a associagdo entre um
polimorfismo desse gene e TDAH. Depois disso outros trés estudos evidenciaram essa

associacdo '*'*

. Contudo, os resultados foram negativos para outros 6 polimorfismos
do DBH ™.
Os genes que codificam os receptores adrenérgicos também tém sido

estudados. Estudos em animais sugerem que proje¢des noradrenérgicas no cortex

pré-frontal potencializam a funcdo cortical pré-frontal, como a meméoria de trabalho,
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basicamente através de receptores pos-sinapticos alfa-2. Dos diversos tipos de
receptores alfa-2 no cérebro, o mais promissor para estudos é o alfa-2-A (ADRA2A).
Este receptor esta expresso em muitas areas cerebrais, mas €& o receptor
noradrenérgico mais prevalente no cortex pré-frontal. Evidéncias farmacoldgicas em
animais e humanos dao suporte a importancia do sistema noradrenérgico, e em
especial o ADRA2A, em operagdes cognitivas do coértex pré-frontal que estao
provavelmente envolvidas no TDAH '*'. O ADRA2A esta localizado no cromossomo
10g23-25. O polimorfismo —1291 C>G foi identificado na regido promotora do ADRA2A
'® Apenas quatro estudos avaliaram a associacéo deste polimorfismo do ADRA2A e
TDAH, sendo os resultados contraditérios '*22. Park et al ?° encontraram associagéo
entre este gene e TDAH através de TDT e avaliagdo dimensional por QTDT para
escores de desatencdo e hiperatividade-impulsividade. Nenhum destes estudos
avaliou a associagdo do ADRA2A com TDAH com predominio de desatengéo.
Diferentes casos provavelmente apresentem fenomenologias particulares
(heterogeneidade clinica) e, conseqlientemente, heterogeneidade etioldgica. De fato,
como sugerido em estudos com outras doencas psiquiatricas, esta heterogeneidade
pode obscurecer um achado positivo. Assim, a reducao da heterogeneidade clinica do
TDAH, através do delineamento de subtipos, parece ser um recurso realmente
importante em pesquisas dessa natureza, uma vez que tipos com componentes
biolégicos ou ambientais mais ou menos ativos podem ser identificados 2*2°.
Diversos estudos tém sido publicados apontando diferengas no funcionamento

social, académico e comportamental entre os subtipos de TDAH %%

, sendo que a
maioria destes tem envolvido basicamente amostras clinicas **>*. Estes estudos t&ém
encontrado de forma consistente que os subtipos exibem diferentes padrdes de
prejuizo de acordo com as dimensées de sintomas apresentadas >° e muitos autores
concordam que as maiores diferengas sao encontradas entre o tipo desatento e os

demais Z°¢3” Também, em recente publicagdo, Woo & Rey *® afirmam que os estudos

apontam que o tipo desatento € o0 mais comum, com aproximadamente metade dos
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casos.

Dentro desta linha de raciocinio, alguns estudos tém avaliado a associacéo de
genes candidatos e especificamente problemas atencionais, seja em avaliagdes
dimensionais ou categéricas.

Nos estudos de Rowe et al ***°, foj verificada uma influéncia particular do alelo
de 7R do DRD4 sobre a dimensao desatencdo. Varios outros polimorfismos desse
gene ja foram estudados. McCracken et al *' verificaram a transmissao preferencial do
alelo de 240pb, mais significativa apenas quando casos com desatengdo foram
considerados. Swanson et al ** foram responsaveis pela primeira publicagdo sobre a
influéncia de alelos de risco no TDAH sobre o endofendétipo cognitivo, usando testes
neuropsicolégicos que avaliavam especificamente capacidade atencional em
pacientes com TDAH. Contrario a hipétese do estudo, eles acharam um desempenho
atencional prejudicado no grupo sem o alelo de risco de 7R do DRD4.

Qian et al *®, avaliando numa amostra de chineses um polimorfismo do gene da
COMT, encontraram uma associagao significativa na subamostra de meninos com
TDAH. Os resultados foram especialmente pronunciados no subtipo desatento. Roman

et al '

, huma amostra de criancas e adolescentes brasileiros com TDAH, encontraram
associagao do gene ADRA2A em analises dimensionais nos grupos de sintomas que
incluiam desatengdo (desatento e combinado). Este dado foi replicado em amostra
independente pelo mesmo grupo *.

Como podemos ver, ndo ha estudos sobre a associagao de genes candidatos
com TDAH com predominio de desatengcao em amostras nao referidas na literatura, o
que é um passo adiante no conhecimento mais aprofundado da fisiopatologia dos
subtipos de TDAH. Assim, o presente estudo tem com objetivo avaliar a associagao
entre TDAH com predominio de desatencao e os genes candidatos acima referidos,
numa amostra ndo clinica e exclusiva de individuos com este subtipo. Nossa hipétese

€ de que mais provavelmente os genes noradrenérgicos estdo associados ao TDAH-

D.
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METODOS
Sujeitos

A amostra do presente estudo foi obtida em 12 escolas da rede publica
estadual de Porto Alegre. Estas escolas foram selecionadas por estarem localizadas
em 3 bairros proximos ao Hospital de Clinicas de Porto Alegre. Os critérios de inclusao
foram: a) idade entre 6 e 18 anos; b) contato com a mae bioldgica; c) presenca de pelo
menos 4 sintomas de desatengdo e no maximo 3 de hiperatividade / impulsividade
detectados pelo professor que melhor conhecia o aluno na escola através do
preenchimento de escala de triagem (SNAP-IV) *. Para cada caso positivo
selecionado foi pareado um controle por sexo e idade que pontuasse no maximo 3
sintomas de desatencdo e/ou 3 de hiperatividade/impulsividade na escala SNAP-IV

preenchida pelo professor.

Procedimentos de triagem

Num primeiro momento, foi feito contato com as escolas para receber a
autorizagao para realizar o estudo. Um psiquiatra de criangas e adolescentes realizou
uma palestra para os professores de cada escola com informagdes sobre o projeto de
pesquisa e sobre o TDAH. Os assistentes de pesquisa foram treinados com relagao a
abordagem dos professores e orientacdo destes quanto ao preenchimento do
instrumento de triagem. Depois disso, os assistentes de pesquisa fizeram contato com
os professores das 12 escolas, solicitando-lhes que identificassem todos os
estudantes com problemas de desatencdo. Para aqueles identificados, os professores
preencheram um instrumento de triagem para o TDAH (SNAP-IV). Todos os
estudantes positivos na triagem e os controles (e suas familias) foram convidados a
participar da fase diagndstica do estudo.

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica de nosso Hospital Universitario

(IRB 00000921). Os pais assinaram um Consentimento Escrito P6s Informado para a
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avaliacdo de seus filhos. As criangas e adolescentes também consentiram quanto as

suas participacdes no estudo.

Processo Diaghdstico

O diagnéstico de TDAH-D com ou sem comorbidade foi realizado em nossa
clinica através de um processo de trés estagios: a) avaliagdo com uma entrevista
semi-estruturada (Schedule for Affective Disorders and Schizophrenia for School-Age
Children, Epidemiological Version — K-SADS- E) *°, modificada para avaliar os critérios
do DSM-IV e aplicada aos pais por assistentes de pesquisa treinados. Esta entrevista
ja se encontrando traduzida para o portugués e em uso clinico em centros de
referéncia nacionais de Psiquiatria da Infancia e Adolescéncia. A confiabilidade inter-
avaliador para o diagnéstico de TDAH foi avaliada previamente (coeficiente Kappa =
0.94; p < 0.001) *'; b) revisdo de cada diagndstico derivado do K-SADS-E em comité
clinico coordenado por um experiente psiquiatra de criangas e adolescentes (LAR); c)
avaliacdo clinica do TDAH-D e comorbidades usando os critérios do DSM—IV
realizada por um psiquiatra de criangas e adolescentes que previamente recebia os
resultados do K-SADS-E, entrevistando os pais e o paciente. Além disso, o psiquiatra
de criangas e adolescentes avaliou prejuizo através do uso da CGAS (Clinical Global
Assessment Scale) “®. A CGAS é uma medida de funcionamento global de criangas e
adolescentes amplamente usada com adequadas propriedades psicométricas
(confiabilidade teste-reteste e inter-avaliador / validade concurrente e discriminativa) 2.
A escala permite escores de 0 a 100. Quanto maiores o0s escores, melhor o
funcionamento global *°).

A estimativa de QI foi realizada pela aplicacdo dos subtestes cubos e
vocabulario da Escala de Inteligéncia Wechsler — Terceira Edigao (WISC Ill) ** por
psicologas treinadas.

Apos este processo de avaliagao, os critérios de avaliacdo foram definidos

como um QI estimado < 70 e o diagndstico de psicose. Para garantir que estavamos
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tratando realmente com casos de TDAH-D, somente incluimos casos que
preenchessem os critérios do DSM-IV para TDAH-D, mas com no maximo trés
sintomas de hiperatividade-impulsividade apds esta extensa avaliagao.

Os pais também foram avaliados em relagdo ao diagnéstico de TDAH passado
(infancia) e atual por um psiquiatra de criangas e adolescentes, usando o médulo de
TDAH do K-SADS-E, modificado para avaliar os critérios do DSM |V, uma estratégia
usada em diversos estudos prévios ' °".

Informagbes sobre dados demograficos, fatores pré e perinatais foram
coletados sistematicamente com os pais. Nivel sécio-econdmico foi definido de acordo
com a escala sécio-econdmica da Associagado Brasileira de Institutos de Pesquisa de

Mercado 2.

O fluxograma de entrada de pacientes no estudo encontra-se na figura 1.

INSERIR FIGURA 1 AQUI

Genotipagem

DNA gendmico de alto peso molecular foi exztraido do sangue total pelo
método de “salting-out” >*. Os protocolos para as amplificacdes das amostras de DNA
gendmico e as genotipagens foram conduzidas como previamente descrito, bem como

o uso dos “primers” "854,

Anédlises Estatisticas

As freqléncias alélicas foram estimadas por contagem. Para analise de
associagao intra-familiar foli utilizado o TDT original (teste 3> de McNemar para
transmissdo alélica de pais heterozigotos e suas proles afetadas) ** e o HRR (risco
relativo de haplétipos) *®. Para o HRR foram incluidos tanto trios de pai, mae e crianca

afetada, como pares de mae e crianga afetada, sendo excluidos os pares de mae e
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crianca afetada heterozigotos para o mesmo gendtipo, visto que nao se pode
determinar o modo de transmissao dos alelos parentais °*’.
Na abordagem de caso-controle foi usada a Analise de Regressao Logistica

Condicional %8

para comparar as variaveis demograficas, perinatais e clinicas, assim
como a frequénciados gendtipos entre casos e controles. Todas as variaveis que
demonstraram algum nivel de associagdo (p < 0,20) tanto com as variaveis
dependentes como com as independentes foram consideradas potenciais
confundidores. Ja que a abordagem de caso-controle tem potencial para estratificacao
populacional, nés também testamos se a etnia poderia mudar os resultados da

regressao logistica condicional. O nivel de significancia aceito foi de 5% para todas as

outras analises.

RESULTADOS

Genotipamos 100 probandos com TDAH-D e 100 controles sem TDAH.
Também genotipamos 173 pais (pais e maes) de 73 trios e 27 pares. As variaveis
demograficas e clinicas dos casos e controles estdo demonstradas na tabela 1.
Encontramos diferengas significativas entre os grupos em relacdo a diagndstico
materno de TDAH (p< 0,001), QI estimado (p= 0,002), comorbidade com TOD
(transtorno oposicional desafiante) (p= 0,001), TAG (transtorno de ansiedade

generalizada) (p= 0,05) e fobia social (p= 0,004).

INSERIR TABELA 1 AQUI

ADRA2A
As freqliéncias alélicas calculadas dos pacientes caucasoides foram de 0,64
para o alelo —1291 C e 0,36 parao alelo —1291 G. As frequéncias genotipicas nos

sujeitos investigados foram de 0,45 para homozigotos CC, 0,37 para heterozigotos CG
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e 0,18 para homozigotos GG. Estas freqliéncias estdo em equilibrio de Hardy-
Weinberg.

Obtivemos dados de 97 familias para analise de transmissao alélica por HRR.
As analises revelaram uma associacdo nao significativa da variante —1291 C>G do
ADRA2A e TDAH-D, visto que nenhum alelo foi transmitido preferencialmente (ver
tabela 2). Achados semelhantes foram obtidos com o TDT (dado disponivel conforme

solicitacao).

INSERIR TABELA 2 AQUI

Na analise de caso-controle, verificamos que criangcas com homozigose GG
para o polimorfismo —1291 C>G do ADRA2A foram significativamente mais freqlientes
nos probandos com TDAH-D (20%) do que nos controles (8%) (p= 0,017; RC= 4,01;
ICos5= 1,29-12,51), mesmo apds ajuste para potenciais confundidores (TDAH materno,

comorbidade com fobia social e uso materno de alcool durante a gestagao(tabela 3).

INSERIR TABELA 3 AQUI

DBH

As frequiéncias alélicas nos pacientes caucasoides foram de 0,37 para o alelo
A1 e 0,63 para o alelo A2. As freqliéncias genotipicas nestes individuos foram 0,18,
0,39 e 0,43 para A1A1, A1A2 e A2A2, respectivamente. Estas freqliéncias estavam
em equilibrio de Hardy-Weinberg.

Obtivemos dados de 92 familias para analise de transmissao alélica por HRR.
As analises ndo revelaram uma associacao significativa entre os alelos Taql do DBH
e TDAH-D. Nenhuma associagaosignificativa foi verificada tanto no caso-controle (p =

0,54; RC =0,82; ICg5 = 0,41 — 1,56) como no TDT.
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DRD4
Os alelos de 4-repeti¢cbes (60%), de 7-repeticdes (25%) e de 2-repeti¢des (7%)

foram as variantes mais prevalentes no DRD4. Os gendtipos mais comuns foram 4/4
(0,37), 4/7 (0,27), 2/4 (0,10) e 7/7 (0,10), estando em equilibrio de Hardy-Weinberg.

As analises de HRR em 98 familias ndo demonstraram evidéncia de
associacao entre DRD4 e TDAH-D. Nao houve evidéncia de diferengas entre casos e
controles na frequiéncia do alelo de 7-repeticbes (p = 0,97; RC = 1,01; ICg5 = 0,53 —

1,94). Semelhantes achados foram obtidos com o TDT.

DAT1

Os alelos mais frequentes do DAT1 foram o de 10-repeticbes (79%) e o de 9-
repeticdes (20%). As frequéncias genotipicas foram de 0,597 e 0,387 para individuos
10/10 e 9/10, respectivamente. Estas freqiéncias estavam em equilibrio de Hardy-
Weinberg. Nao houve evidéncia de diferenga entre casos e controles para o alelo de
10-repeticbes (p = 0,6; RC = 1,19; ICys = 0,62 — 2,30). Também nao houve

transmisséao preferencial pelo TDT.

DISCUSSAO

Numa amostra de probandos brasileiros com TDAH-D e suas familias,
nenhuma associagao entre ADRA2A, DBH, DRD4 e DAT1 e o transtorno foi observada
através de métodos de associagéo intra-familiar. Na abordagem de caso-controle,
encontramos que a homozigose para o alelo G do ADRA2A foi significativamente
mais freqliente nos casos com TDAH-D do que nos controles, mesmo apds ajuste
para potenciais confundidores.

Utilizando a abordagem intra-familiar, ndo se demonstrou associagao entre o
receptor adrenérgico alfa-2-A e TDAH com predominio de desatencdo. Nenhuma
transmissao preferencial do alelo —1291 C>G G foi detectada pelas analises HRR ou

TDT. Contudo, quando comparamos os probandos e controles sem TDAH,
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encontramos uma evidéncia de associagcdo do alelo G com TDAH-D. Dentro do que
sabemos, este é o primeiro estudo mostrando esta associacdo. Além disso, estes
resultados concordam com outros estudos com analise dimensional que sugerem um
papel significativo das vias noradrenérgicas nos sintomas de desatencdo. Dois deles
sao com amostras independentes na nossa populacdo e com avaliagdo do ADRA2A,
parecendo indicar que, a0 menos no Nosso meio, este gene esta ligado a aspectos de
desatencdo do TDAH 2"**. O mais recente deles avaliou 128 criancas e adolescentes
com TDAH pelos critérios do DSM IV. Os probandos foram agrupados de acordo com
0 gendtipo —1291 C>G (CC, CG ou GG) e comparados com 0s escores dos pais no
SNAP V. A associagdo entre sintomas atencionais e ADRA2A (gendtipo GG) foi
novamente verificado **. A observacdo de resultados semelhantes em amostras
completamente diferentes obtidas de populagdes previamente investigadas € a
evidéncia de replicagdo mais forte disponivel para um transtorno complexo como o
TDAH *°. Nossos achados corroboram estudos demostrando que desantencdo e
hiperatividade-impulsividade sdo dominios de sintomas relacionados, mas separados
%061 Portanto é possivel especular que diferentes componentes genéticos podem estar
relacionados a cada uma das dimensdes sintomaticas.

Cabe ressaltar que houve inconsisténcia entre os achados das abordagens
intra-familiar e de caso-controle na analise da associagdo do gene do ADRA2A com
TDAH com predominio de desatencdo. A auséncia de transmissao preferencial do
alelo G em nossas familias com TDAH pode sugerir que essa variante do ADRA2A
pode conferir suscetibilidade para o transtorno. Isso seria consistente com achados
prévios do nosso grupo que sugeriram que esta variante pode ser um gene modificar e
ndo um gene de suscetibilidade ?'. Contudo, os resultados negativos na andlise intra-
familiar poderiam ser explicados pelo provavel pequeno efeito deste gene no
transtorno, um efeito que seria dificil de detectar em estudos de associagcdo com
amostras pequenas %2 Portanto, o uso de diferentes abordagens, tal como o estudo de

caso-controle, seria mais efetivo em detectar pequenos efeitos genéticos. Além disso,
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Bobb et al '° numa revisdo sobre estudos de genética molecular, identificaram que,
dos 26 estudos que usaram family-based and case-control approaches nos mesmos
polimorfismos e populagdes, 46% tiveram resultados divergentes com os dois
métodos, indicando que ambos devem ser usados para prevenir a possibilidade de
erro tipo Il.

Em ambas as abordagens usadas neste estudo (intra-familiar e caso-controle),
nenhuma associagao do DBH com TDAH-D foi encontrada. Nossos resultados estao
de acordo com a maioria dos estudos sobre este gene. Em dois deles, a associacéo

I 11;12

foi com a presencga do sitio de restricado Taq , mas em outros dois estudos o alelo

de risco foi a auséncia do sitio de restricao ">

Também ndo fomos capazes de identificar associacdo entre os genes
dopaminérgicos e o TDAH-D. Nenhuma transmissdo preferencial do alelo de 7-
repeticoes do DRD4 e do alelo de 10-repeticoes do DAT1 foi detectada nas analises
de TDT e HRR. Quando comparamos os probandos com os controles, também nao
encotraos evidéncia de associagdo. Esses achados estdo de acordo com outros
estudos.

Para o DRD4, apesar de ja haver 2 meta-analises apontando para associacao
deste com o TDAH em geral, nos estudos que avaliam a dimensao de sintomas de

| 2 avaliando a influéncia

desatencao, os resultados sdo contraditérios. Swanson et a
de alelos de risco em pacientes com TDAH com testes neuropsicolégicos especificos
para capacidade atencional, evidenciaram um desempenho atencional prejudicado no
grupo sem o alelo de risco de 7R do DRD4. Mais recentemente, um estudo investigou
a relacao entre um polimorfismo do gene do DRD4 e os subtipos do transtorno e nao
encontrou associacdo significativa para o subtipo desatento ®. Contudo, ha estudos

que apontam para esta associacdo %,

Para o DAT1, os estudos sdo menos
conclusivos ainda. Uma meta-analise 8, incluindo 11 estudos com um total de 824

meioses informativas, resultou numa razdo de chances combinada estimada néo
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significativa de 1,27 para o alelo de 480pb. Posteriormente, houve relatos positivos ®*
®7 e negativos "***®*®° desta associagao.

Algumas das forcas deste estudo sdo: a) examinamos uma amostra nao
referida, sendo assim mais representativa da populagdo; b) uma amostra incluindo
somente casos do subtipo desatento do TDAH que foram extensivamente avaliados.
Além disso, do diagndstico de TDAH-D foi realizado através de avaliagao clinica sendo
considerados casos somente aqueles com no maximo trés sintomas de hiperatividade-
impulsividade. Estes procedimentos diagndsticos cuidadosos aumentaram a
probabilidade de que a amostra consistisse de sujeitos que representam este subtipo
especifico, evitando a inclusao de casos de TDAH combinado subliminar (aqueles com
pelo menos 6 sintomas de desatencdo e 4 ou 5 sintomas de hiperatividade-
impulsividade). Por ultimo, os resultados foram apresentados no contexto de analises
estatisticas conservadoras, visto que uma definicdo estatistica mais elastica dos
potenciais confundidores foi aceita, incluindo também na analise os principais
confundidores descritos na literatura.

Contudo, ha limitagdes neste estudo que devem ser consideradas. Primeiro, as
analises de caso-controle sempre tém o potencial para estratificacdo populacional.
Porém, nao identificamos diferengas significativas nas freqiéncias alélicas para o
ADRA2A entre os subgrupos compostos por caucasoéides de ndo-caucasoides. Além
disso, mesmo com a analise estratificada de acordo com a etnia, os resultados para o
ADRA2A demonstraram a mesma direcdo. Ainda, mesmo ajustando para a etnia na
regressao logistica condicional final os resultados ainda permanecem significativos.
Como uma segunda limitagao, o fato de que avaliamos uma amostra relativamente
pequena. Entretanto, pelo que podemos verificar, este estudo incluiu a maior amostra
de individuos com o subtipo especifico com predominio de desatengcao, nao-referidos
e clinicamente avaliados.

Em resumo, embora os métodos intra-familiares (HRR e TDT) ndo tenham

mostrado associagao positiva entre os genes candidatos e TDAH-D, ndo podemos
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refutar a importancia deles na etiologia do transtorno. Talvez com outros polimorfismos
destes genes candidatos seja possivel encontrar associa¢des positivas. Também é
possivel que o pequeno efeito desses genes justifiquem os resultados negativos com
esta abordagem. Entretanto, salientamos que nosso resultado positivo em uma
amostra nao referida fornece evidéncias de que o ADRA2A esta associado com o
TDAH-D, sustentando outros estudos na literatura sobre a importancia do sistema
noradrenérgico na fisiopatologia do TDAH. Além do mais, a evidéncia de replicagao
mais forte que se pode encontrar numa doenca complexa tal como TDAH é
exatamente a observacdo de um resultado similar numa amostra completamente
diferente obtida de uma populagdo previamente investigada..A busca por outros
polimorfismos no locus ADRA2A é necessaria para esclarecer o efeito presumivel

desse gene no TDAH e em seus subtipos.
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Figura 1. Fluxograma da participagado dos pacientes.
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Tabela 1. Caracteristicas demogréficas e clinicas dos casos com TDAH-D (n=100) e controles

(n=100)
Caracteristica TDAH-D Controles valor de p
Média de idade (DP), meses 142 (39,5) 140 (38,5) 0,72
Sexo (masculino), % 68 68 1
Etnia (caucasoide), % 62 73 0,13
Média de escolar. (DP), anos 4,4 (2,7) 4,7 (3) 0,12
NSE (classe B), % 49 56 0,13
TDAH materno, % 28 3 <0,001
Média de QI estimado (DP) 94 (11) 99,3 (11,4) 0,001
Uso de alcool na gestacéo, % 9 4 0,2
Média de peso ao nascer (DP), Kg 3,32 (0,6) 3,29 (0,6) 0,74
Média de idade materna
no parto (DP), anos 27 (6,5) 27,6 (6,7) 0,53
Comorbidades, %
Transtornos de humor
Depressao Maior 4 1 0,25
Distimia 4 1 0,22
Transtornos de ansiedade
Fobia simples 21 19 0,69
TAG 14 5 0,05
TAS 8 3 0,18
Fobia social 21 5 0,004
Agorafobia 11 5 0,1
Transtornos disruptivos
TOD 38 14 0,001
TC 2 1 0,57

TDAH-D: transtorno de déficit de atengao/hiperatividade com predominio de desatengéo;

DP: desvio padrdo; NS: ndo significativo; NSE: nivel s6cio-econdmico; TAG: transtorno de ansiedade

generalizada; TAS: transtorno de ansiedade de separagéo; TOD: transtorno oposicional desafiador; TC:

transtorno de conduta.



Tabela 2. Andlises de HRR dos Genes ADRA2A, DBH, DRD4 e DAT1
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ADRA2A DBH DRD4 DAT1
G+ Total A2+ Total 7+ Total 10+ Total
Transmitido 71 170 103 165 39 170 116 163
N&o transmitido 73 170 98 165 42 170 111 163
Total 144 340 201 330 81 340 227 326
ADRA2A - %°=0.01; p=0.91; G +:presencado alelo G 97 pacientes, 74 trios e 23 pares mae/crianga.
DBH - XZ =0.20; p=0.65; A2+ :presencadoalelo A2; 92 pacientes, 73 trios e 19 pares mae/crianga.
DRD4 - Xz =0.06; p=0.80; 7 + : presenga do alelo 7; 98 pacientes, 74 trios e 24 pares mae/criancga.
DAT1 - X2= 0.23; p=0.63; 10 + : presenga do alelo 10; 92 pacientes, 72 trios e 20 pares mae/crianga.
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Tabela 3. Andlise de Caso-Controle do ADRA2A (homozigose GG)

Wald 52 valor de p RC IC - 95%
TDAH materno 11.42 0.001 17.06 3.29-88.40
Uso de alcool na gravidez 0.13 0.72 1.29 0.33-5.06
Fobia social 8.44 0.004 9.68 2.09-44.78
Homozigose GG 5.74 0.017 4.01 1.29 - 12.51

RC: razdo de chance; IC: intervalo de confianga; TDAH: transtorno de déficit de
atencéo/hiperatividade
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CONSIDERACOES FINAIS

Este projeto de pesquisa teve como conseqliéncia imediata os 2 artigos
apresentados anteriormente.

O primeiro deles apresentou como resultado principal que as criangas cujas
maes fumaram 10 ou mais cigarros durante a gravidez apresentaram uma razao de
chance significativamente maior de TDAH-D do que as criangas ndo expostas a
nicotina na gestagcdo. Isso reforca a importancia de medidas preventivas com
aconselhamento as gestantes sobre os riscos do fumo na gravidez.

No segundo, verificou-se que a homozigose do alelo G do ADRA2A foi
significativamente mais freqliente nos probandos com TDAH-D do que nos controles.
Este dado corrobora para a valorizagado do sistema noradrenérgico na fisiopatologia do
TDAH, provavelmente mais ligado ao espectro de desaten¢do, podendo ter como
consequéncias investigagdes fisiopatoldgicas mais especificas e formas de tratamento
voltadas para estes sintomas no futuro.

Esse projeto teve alguns aspectos peculiares que merecem ser ressaltados: a)
trata-se de uma amostra nao referida de TDAH-D; b) Os resultados foram
apresentados no contexto de analises estatisticas conservadoras, visto que
consideramos um critério mais inclusivo para determinagdo de variaveis potenciais
confundidoras, sendo incluidos nas analises os principais confundidores descritos na
literatura; c) os pacientes receberam o diagndstico apds extensa avaliagao clinica; d)
optamos por incluir somente pacientes que tivessem no maximo 3 sintomas de
hiperatividade-impulsividade, evitando o risco de incluir individuos com subtipo
combinado subliminar; e) pelo que sabemos, este € o primeiro projeto que objetivou
avaliar genes candidatos e fatores ambientais em uma amostra exclusiva de

transtorno de déficit de atencao/hiperatividade com predominio de desatencéo.
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Noés investimos em trabalhar com um subtipo especifico do transtorno por
acreditar na importancia da progressiva distingdo em relacdo a aspectos clinicos e
etiolégicos entre os subtipos do TDAH.

A sequéncia deste projeto inclui avaliar outras questdes de pesquisa como a
interacao entre genes candidatos e fatores ambientais, assim como determinar qual a
resposta a tratamento que este subtipo apresenta. Serdo novas oportunidades de

contribuir para o avango do conhecimento cientifico na area do TDAH.
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ANEXO |

TERMO DE CONSENTIMENTO POS-INFORMACAO

Estudos de Caso-Controle e de Associagéao Intra-Familiar entre
Transtorno de Déficit de Atencao/Hiperatividade com Predominio de

Desatencao, Genes de Suscetibilidade e Fatores Ambientais

Antes da sua participacdo neste estudo, € preciso esclarecer alguns
detalhes importantes, para que possiveis duvidas sejam resolvidas. Em caso
de qualquer outra duvida quanto a pesquisa ou sobre os seus direitos, vocés
poderao contatar Marcelo Schmitz, médico e Mestre em Medicina, responsavel
pelo estudo, pelo telefone 51.3346.6577.

Qual o objetivo desta pesquisa?

O objetivo do nosso estudo & conhecer um pouco mais sobre algumas
das causas do transtorno de déficit de atencdo/hiperatividade (TDAH).
Pretendemos esclarecer a possivel contribuicdo de algumas importantes
dificuldades que ocorrem durante a vida (adversidades psicossociais) e suas
relacbes com determinados genes na manifestagdo do TDAH. Para este fim, as
criangas vao ser avaliadas através de uma analise de DNA e seus pais

responderao questionarios simplificados.

Como ¢é feita esta analise do DNA?

Sera coletada de cada crianga ou adolescente uma amostra de 5 ml de
sangue, através de pungdo venosa, usando agulhas e seringas descartaveis.
Esta coleta sera feita por uma pessoa treinada. De cada amostra de sangue
sera extraido o DNA, em laboratorio. As amostras sao identificadas por
numeros, diferentes daqueles utilizados pelo Hospital. A quantidade de sangue

coletada sera suficiente para se extrair o DNA necessario ao estudo, que sera
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completamente utilizado durante o mesmo. Apds a investigagdo, o DNA né&o

ficara armazenado, sendo desprezadas possiveis sobras deste material.

Quais os riscos em participar?

Podera haver a formacgao de um pequeno hematoma local em funcéo da

coleta de sangue. Além deste, ndo ha qualquer outro risco para o paciente.

O que a familia ganha com este estudo?

Este estudo podera trazer beneficios, mesmo que a longo prazo. Com a
analise do impacto das adversidades psicossociais no TDAH, poderemos saber
quais sao relevantes na manifestacdo do transtorno. Isto pode nos facilitar
medidas preventivas futuramente. Além disso, sua participagdo ajudara no
desenvolvimento de novos conhecimentos que poderdo eventualmente

beneficiar vocés e outras pessoas que enfrentam o mesmo problema.

Quais sédo seus direitos?

Os seus registros meédicos serdo sempre tratados confidencialmente. Os
resultados deste estudo poderdo ser usados para fins cientificos, mas vocés
nao serao identificados por

nomes.

Sua participacdo no estudo é voluntaria, de forma que, caso vocés
decidam nao participar, isto ndo afetara o atendimento normal que a crianga ou

0 adolescente tem direito.



FORMULARIO DE CONSENTIMENTO PARA PACIENTES

ACORDO EM PARTICIPAR DE UM ESTUDO EM GENETICA

Numero do Estudo:

Nome :

Cad. Ident. Individuo:
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Nome do Pai:

Nome da Mae:

Médico Supervisor:

Assinatura do paciente:

Assinatura do responsavel legal:

Assinatura do médico supervisor:
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ANEXO I
MTA SNAP - IV Escala de pontuagéo para professores

Nome do aluno:

Avaliado por:

Para cada item, escolha a coluna que melhor descreve esta crianga:

Nem um um pouco bastante demais
pouco
1. Falha em prestar atenc&o aos detalhes ou comete erros

por falta de cuidado em trabalhos escolares e tarefas

2. Tem dificuldade em manter atengdo em tarefas ou em
brincadeiras

3. Parece ndo escutar quando Ihe falam diretamente

4. Nao segue instrucdes e falha em terminar temas de casa,
tarefas ou obrigac8es

5. Tem dificuldades para organizar tarefas e atividades

6. Evita, ndo gosta ou reluta em envolver-se em tarefas
gue exijam manutencéo de esfor¢co mental

7. Perde coisas necessaria para suas atividades
(brinquedos, livros, lapis, material escolar)

8. E distraido por estimulos alheios

9. E esquecido nas atividades diarias

10. Irrequieto com as m&os ou pés ou se remexe na cadeira

11. Abandona sua cadeira em sala de aula ou em outras
situagcdes nas quais se espera que permaneca sentado

12. Corre ou escala em demasia em situa¢cfes nas quais
isto é inapropriado

13. Tem dificuldade para brincar ou se envolver
silenciosamente em atividades de lazer

14. Estd a mil ou frequentemente age como se estivesse a
"atodo vapor"

15. Fala em demasia

16. Darespostas precipitadas antes das perguntas
serem completadas

17. Tem dificuldade para aguardar sua vez

18. Interrompe ou se intromete com 0s outros
(ex: intromete-se em conversas ou brincadeiras)

19. Descontrola-se

20. Discute com adultos

21. Ativamente desafia ou se recusa a seguir os pedidos
dos adultos ou as regras

22. Faz coisas que incomodam os outros de propdésito

23. Culpa os outros pelos seus erros ou méa conduta

24. E sensivel ou facilmente incomodado pelos outros

25. E raivoso ou ressentido

26. E malvado ou vingativo




ANEXO Il

FICHA DE AVALIACAO DE DADOS DEMOGRAFICOS

1.Nome do paciente:
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2.Regqistro:

3.Data de nascimento: / /

4.|dade:

5.Sexo: Masculino  Feminino
6.Cor de Pele: Branca Preta Mista

7.Escolaridade (séries completadas com aprovacao):

8.Escola:

9.Nome dos pais ou responsaveis: Mae:

Pai:

10.Escolaridade dos pais: Mée:

Pai:

11. Nivel s6cio-econdmico:

a. Quantas TVs a sua familia possui ?
b. Quantos radios ?
c. Quantos banheiros tem em sua casa ?
d. Quantos carros ?
e. Quantos empregados ?
f. Quantos telefones ?
g. Quantas geladeiras ?
h. Qual a instrucdo do chefe da familia? ( ) analfabeto/ primario
incompleto
() priméario completo / ginasial
incompleto
() ginasial completo / colegial
incompleto
() colegial completo / superior
incompleto

() superior completo

12. Quantas pessoas compdem a familia ? Descreva.

13.Enderego Completo:

14.Telefone (mesmo que para recados ):




VARIAVEIS PRE-, PERI- E NEONATAIS

1) Pré-natal

Idade materna:
Paridade: __

Abortos prévios: __
Doenga crbnica: __
Incompatibilidade Rh:
Sangramento vaginal: __

Uso de medicacgdes:

Uso de nicotina (quantos cigarros por dia e por quanto tempo):
Uso de bebidas alcodlicas ( tipo, quantidade e por quanto tempo):
Usou drogas durante a gestagdo? Descreva tipo, quantidade e por quanto tempo.

Algum outro problema que gostaria de nos contar?

2) Peri-natal

Parto: induzido cesarea normal

Eclampsia:

Atraso na ruptura de membranas:

Presenga de meconio:
Apresentagao:
Analgesia:

3) Neonatal
Peso:

Apgar 1 min:

Apgar 5 min:

Tempo até o primeiro choro:

Ressuscitagao:

Idade gestacional:

Sindrome de estresse respiratério:

Hiperbilirrubinemia:
Septicemia ou meningite:

Anemia:

ANEXO |V
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