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RESUMO

Introdugdo: Poucos estudos sobre a farmacogenética do Transtorno de
Déficit de Atencao/Hiperatividade (TDAH) foram conduzidos até o momento,
apesar da extensa literatura sobre a participagdo de genes na etiologia do TDAH.
Os estudos farmacogenéticos podem auxiliar na identificacdo a priori dos
individuos que se beneficiardo de determinados tratamentos e dos que
possivelmente apresentardo intolerancia aos agentes farmacolégicos. A maior
parte dos estudos, até o momento, avaliou genes do sistema dopaminérgico e
resultou em achados tanto positivos quanto negativos. Métodos: em um estudo
naturalistico avaliamos os efeitos dos polimorfismos dos genes candidatos
dopaminérgicos (DRD4, DAT1) e serotoninérgicos (HTR1B, HTR2A e 5-HTT) na
resposta ao tratamento em 111 pacientes para os quais foi prescrito metilfenidato.
As medidas de desfecho (Swanson, Nolan, and Pelham scale - versao IV — anexo
I, Children Global Assessment Scale — anexo Il, Barkley’s Stimulants Side Effects
Rating Scale — anexo lll) foram aplicadas no momento de avaliagdo € um més
apo6s a intervencao. Resultados: Participaram do estudo 111 familias de criangas
e adolescentes eurobrasileiros de ambos os sexos que apresentavam TDAH
segundo o DSM-IV. Estes pacientes foram consecutivamente triados no Programa
de Déficit de Atencao/Hiperatividade do Hospital de Clinicas de Porto Alegre entre
janeiro de 2003 e maio de 2004. Nao foi detectada associagéo significativa entre
os polimorfismos dos genes dopaminérgicos e serotoninérgicos avaliados e a
resposta ao metilfenidato ou presenca de eventos adversos. Conclusdo: Os

achados deste estudo quanto aos genes dopaminérgicos s&o negativos,



concordando com trés outros estudos disponiveis na literatura. Este foi o primeiro
estudo a avaliar o efeito dos genes serotoninérgicos isolados na resposta ao
metilfenidato e na presenca de eventos adversos. Nao foi encontrada nenhuma
associacado significativa. Os resultados dos estudos existentes sdo de dificil
comparagao devido a grande variabilidade metodoldgica existente entre os
estudos. Assim, ensaios controlados multicéntricos prospectivos com maiores
tamanhos amostrais sdo necessarios para desvendar o papel dos genes

candidatos na resposta ao tratamento para o TDAH.



ABSTRACT

Background: Few studies on pharmacogenetics of Attention-
Deficit/Hyperactivity Disorder have been conducted, in spite of the vast literature
documenting the participation of genes in the etiology of ADHD. Pharmacogenetic
studies may help in the identification a priori of the subjects who will most likely
benefit from one pharmacological agent over others, and even the likelihood of
onset or worsening of adverse events related to these agents. Most studies
evaluated dopaminergic genes resulting in positive and negative findings. Methods:
In a naturalistic study, we assessed effects of polymorphisms in candidate
dopaminergic (DRD4, DAT1) and serotonergic genes (HTR1B, HTR2A, and the 5-
HTT) on the response to treatment in 111 patients for whom methylphenidate was
prescribed. Outcome measures (Swanson, Nolan, and Pelham scale - version IV —
attachment 1, Children Global Assessment Scale — attachment 2, Barkley’s
Stimulants Side Effects Rating Scale — attachment 3) were assessed at baseline
and one month after the intervention. Results: 111 families of eurobrazilian children
and adolescents of both genders who presented ADHD according to DSM-IV
joined the study. These patients were consecutively evaluated in the Attention-
Deficit/Hyperactivity Outpatient Program of the Hospital de Clinicas de Porto
Alegre from January, 2003 to May, 2004. No significant association was detected
between the dopaminergic and serotonergic polymorphisms assessed and both
response and side effects to methylphenidate. Conclusion: The findings of this

study regarding dopaminergic genes are negative, concurring with three other



previous published studies. This has been the first study to evaluate the effect of
serotonergic genes alone in response to methylphenidate and presence of adverse
events, and no significant association was found. The results lack comparability,
due to the huge methodological variability among studies, and prospective multi-
site controlled studies with larger sample sizes are needed in order to disentangle

the role of candidate genes in response to ADHD treatment.



INTRODUGAO

O Transtorno de Déficit de Atengao/Hiperatividade (TDAH) € um transtorno
de inicio na infancia, cuja prevaléncia situa-se entre 5 a 10% em amostras de
diversos paises." E um transtorno crénico, caracterizado por sintomas de
desatencdo, hiperatividade e impulsividade que causam prejuizo funcional.?

Estimativas sugerem que existiam 179.556.501 habitantes no Brasil em
2005, dos quais 46.413.913 eram criancas e adolescentes entre 5-18 anos.’
Podemos supor que entre 2.320.695 e 4.641.391 individuos nesta faixa etaria
estavam apresentando sintomas de TDAH, sendo importante perceber que nao
estdo incluidos os individuos que seguem sintomaticos na vida adulta. Todos
estes estdo sofrendo prejuizo importante em seu funcionamento, seja no nivel
académico, funcional ou familiar, e que se traduz em perdas imediatas e a longo
prazo e em importantes custos para a sociedade.*>® Fergusson e Horwood, em
estudo com 935 adolescentes de 15 anos da Nova Zelandia, encontraram uma
associacao linear, crescente e significativa entre o niumero de sintomas de TDAH
e a freqiiéncia de evasdo escolar.” De acordo com esta prevaléncia e devido a
seus efeitos negativos, o TDAH é um importante problema de saude publica.

O prejuizo do TDAH pode ser minimizado com o tratamento, sendo que as
evidéncias sugerem que 70% dos pacientes apresentam melhora significativa
(acima de 50%) ao tratamento com estimulantes.® O metilfenidato é o Unico
estimulante disponivel no Brasil, e foi avaliado em mais de 150 estudos no
tratamento do TDAH. Porém, cerca de 30% dos pacientes ndo apresentam uma

resposta adequada, e mesmo entre os que apresentam resposta, cerca de 30% ja
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nao seguem em tratamento apds 24 meses.® Os eventos adversos decorrentes do
uso de estimulantes mais frequentes sao perda de apetite, cefaléia, dor abdominal
e insonia.’® Embora estes eventos sejam limitados ao tempo de agédo do
metilfenidato e usualmente ndo sejam graves, também podem gerar uma
interrupgao precoce do tratamento.®

O modelo etiolégico atual sugere que os fatores genéticos sao
extremamente importantes para o TDAH. Estudos recentes mostram que o TDAH
apresenta uma herdabilidade de 80% e que a resposta aos farmacos e os eventos
adversos decorrentes do uso de farmacos também podem ser mediados
geneticamente, por multiplos genes de pequeno tamanho de efeito.'’1%131415
Sendo assim, sdo de extrema relevancia os estudos farmacogenéticos, pois
permitem a identificacdo a priori de quais pacientes podem se beneficiar de
determinado psicofarmaco, evitando interrupgdes prematuras e reduzindo os
prejuizos causados pelo TDAH.

E importante salientar que o presente trabalho é uma contribuicdo ao
entendimento da farmacogenética do TDAH, o que indiretamente contribui para
um maior conhecimento das bases biolégicas do transtorno. Além disso, faz parte
de um grupo colaborativo de pesquisa chamado “ADHD Molecular Genetics
Network”, que reunira dados de farmacogenética de varios paises, possibilitando
uma melhor avaliagdo da associagao gene — resposta ao farmaco.

Para a revisdo bibliografica, foi realizada uma busca através do sistema
MEDLINE até o ano de 2006, utilizando-se as palavras chaves “ADHD, Attention,
Dopamine, Serotonin, Pharmacogen®, Hyperactivity, Genet* e o cruzamento entre

elas. Anais de eventos relacionados a genética também foram revisados.
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TRANSTORNO DE DEFICIT DE

ATENCAO/HIPERATIVIDADE (TDAH)

O Transtorno de Déficit de Atencao/Hiperatividade € uma condi¢do de inicio
na infancia, cuja prevaléncia na idade escolar situa-se entre 5 a 10% em amostras
de diversos paises.” E um dos transtornos mentais mais comuns em criancas e
adolescentes e ocorre de trés a quatro vezes mais em meninos que em meninas
em amostras clinicas.’® E um transtorno crénico, caracterizado por sintomas de
desatencgao, hiperatividade e impulsividade que causam prejuizo funcional.?

A desatencao se traduz em distratibilidade, em sonhar acordado e pela
dificuldade em terminar tarefas; a hiperatividade se manifesta na inquietagcéo
motora e fala excessiva, enquanto que a impulsividade é observada na dificuldade
em esperar, na interrupgao das conversas dos outros."”

Devido a heterogeneidade dos quadros de TDAH, o mesmo foi classificado
em subtipos: predominantemente desatento, hiperativo/impulsivo e combinado.
Este ultimo €& o subtipo mais comum em amostras clinicas. Em amostras n&o
referidas o subtipo desatento é o mais prevalente.®

Os prejuizos causados geram importantes custos sociais, desgaste no
relacionamento familiar, assim como efeitos negativos na auto-estima das criangas
e adolescentes, que podem ser fator de risco para inumeros outros problemas de
salide mental como uso abusivo ou dependéncia de drogas.*>®

Além dos prejuizos do TDAH, é comum a presenca de comorbidades

nestes pacientes. Estudos demonstram alta prevaléncia com transtornos
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disruptivos (Transtorno de Conduta e Transtorno de Oposi¢cao Desafiante), em
torno de 30 a 50%, e também com Transtornos de Humor (Depresséo ou
Transtorno Bipolar), Transtornos de Aprendizagem, Transtornos de Ansiedade,
Enurese e Tiques.* Isso implica maiores dificuldades no tratamento e um pior
prognéstico.

Estudos sobre a evolugdo do TDAH na adolescéncia e vida adulta
demonstram que os sintomas persistem em pelo menos 70% dos acometidos na
adolescéncia e 50% dos pacientes na idade adulta.>® 92021

Devido a prevaléncia e aos efeitos negativos do TDAH nas atividades
académicas e vocacionais, o transtorno € um importante problema de saude
publica. O custo financeiro nos Estados Unidos da América, por exemplo, gira em
torno de U$ 30 bilhdes ao ano.?? Embora o tratamento em longo prazo esteja
associado com menores custos e menos visitas a Servigos de Emergéncia, gera
maiores custos médicos totais.”®> Urge o desenvolvimento de estratégias que

facilitem a identificacdo e o tratamento visando a diminuir os custos sociais e

pessoais do TDAH.
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ETIOLOGIA DO TDAH

As causas precisas do TDAH n&o s&o conhecidas até o momento, apesar
do amplo material de pesquisa disponivel. Os modelos atuais indicam uma
etiologia multifatorial. As influéncias hereditarias e ambientais tém sido aceitas na
literatura.?* A hipétese atual é que diversos genes de pequeno tamanho de efeito
confiram uma vulnerabilidade bioldgica ao individuo. Essa vulnerabilidade somada
a estressores ambientais contribui para o estabelecimento da doenga.®

Dentre os estressores ambientais estudados até o momento, foram
investigados fumo e alcool materno na gestagdo, baixo peso ao nascer,
prematuridade, complicagdes da gravidez ou do parto, entre outros.?>%?
Entretanto, todos esses dados s&o iniciais, faltando estudos que expliquem e
clarifiquem adequadamente os modelos causais, ou a interagdo com os modelos
genéticos e neurobiologicos.

A observagao de uma maior frequéncia de TDAH em familiares de criangas
com este diagndstico despertou o interesse de pesquisadores. Assim, estudos
genéticos passaram a serem realizados no intuito de esclarecer a transmiss&o do
transtorno.?® Os estudos de transmissao familiar, de gémeos e de adogéo indicam
fortemente um papel de componentes genéticos na etiologia do transtorno,
demonstrando tanto um risco aumentado de TDAH em parentes de primeiro e
segundo graus de pacientes quanto uma moderada a alta herdabilidade.® A

herdabilidade do TDAH foi estimada em 0.80, mostrando que os genes possuem

uma importante fungcéo na etiologia da doenca.*® Métodos de biologia molecular
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sao necessarios para encontrar genes que possam estar envolvidos na causa da
doenca. Duas abordagens s&o normalmente usadas para esta tarefa: as
varreduras genbmicas, que consideram todos o0s possiveis genes, e a
identificacdo de genes candidatos.?**'*? Estes genes sdo estudados de acordo
com sua possivel relagdo com os modelos de neurobiologia, de resposta a
farmacos, e também por modelos animais da doenca.

Os genes do sistema dopaminérgico, pelas razdes acima, foram os mais
estudados. O achado mais robusto em TDAH é a associagdo de um polimorfismo
de numero variavel de repeticdes em tandem (VNTR) no éxon 3 do gene do
receptor D4 de dopamina (DRD4).33 A maior parte dos estudos tem se focado no
alelo de 7 repeticdes (7R) do polimorfismo VNTR de 48 pares de base. No nosso
meio, um estudo demonstrou uma pequena mas significativa associagao entre a
presenca do alelo de 7 repeticdes e TDAH.**

Uma meta-analise avaliou os tamanhos de efeito dos genes e encontrou
para o0 DRD4 uma razao de chances de 1,4 nos estudos familiares € 1,9 em
estudos de caso controle.?® Mais recentemente, diversos estudos com resultados

35363738 o negativos®®*° foram publicados. Cabe ressaltar que, mesmo

positivos
com esse nivel de evidéncia, ainda ndo esta estabelecido o papel funcional deste
gene.

O gene do transportador da dopamina (DAT1) também tem sido implicado
nos estudos de TDAH. O transportador da dopamina € o sitio inibido pelo
metilfenidato.*’*? O alelo associado é o de 480 pares de base de um VNTR
localizado na regido 3' ndo traduzida do gene, que corresponde a 10 copias de

43,44,45,46

uma unidade de repeticdo. Embora existam achados positivos, a presencga
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concomitante de diversos estudos com resultado negativo®®+'4®

gera duvidas
sobre a associacdo. Uma meta-analise avaliou a associacdo do DAT1 com TDAH
e resultou em uma razdo de chances estimada combinada nao significativa de
1,27 para o alelo de 10 repeticdes.*® Um trabalho mais recente encontrou uma
razdo de chances agrupada significativa para o DAT1 de 1.13 em estudos
familiares.”

Estudos com outros genes do sistema dopaminérgico (DRD1, DRD2,
DRD3, DBH e COMT) também foram investigados, apresentando resultados
positivos. Entretanto, o numero de investigagcbes que aborda estes genes é
bastante reduzido.”®***? O gene DRD5 apresenta uma razdo de chances
agrupada significativa de 1.24 em estudos familiares.'"49:%0:%1

Genes do sistema noradrenérgico como o transportador da noradrenalina
(NET1) também vém sendo estudados. Um estudo achou resultados positivos,®?
porém outras investigacdes ndo replicaram esses achados.’*****% O gene do

receptor adrenérgico a2 (ADRA2aq) foi avaliado inicialmente por Comings et al.*’

5859606162 o ym entre dois estudos

Quatro de outros cinco estudos publicados,
ainda nao-publicados®® (Wang and Faraone, comunicagdo pessoal) também
avaliaram a associagao entre o ADRA2a e o TDAH e sugeriram um papel para
este polimorfismo na suscetibilidade para o Transtorno. Um papel especifico para
o polimorfismo ADRA2a —1291 C>G na dimensao desatencao foi demonstrado em
varias destas investigacdes.®*

Estudos de associagao e ligagado com TDAH também foram realizados com

genes serotoninérgicos. O interesse surgiu devido as observagdes em estudo com

ratos DAT1 “knock-out” que apresentaram comportamento hiperativo. Apods a
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administracdo de estimulantes e agentes que aumentam a transmissao
serotoninérgica estes ratos demonstraram uma diminui¢cado da hiperlocomocgéao. A
partir destes experimentos, os autores sugeriram que a serotonina pode modular o
comportamento hiperativo, independente de mudangas extracelulares de
dopamina.®* Além disso, também foi demonstrada uma associagdo entre baixa
atividade serotoninérgica e comportamento desinibido e impulsivo em animais e
humanos.®*% Dentre os polimorfismos do sistema serotoninérgico estudados no
TDAH, o mais investigado € o que ocorre na regido promotora do gene do
transportador da serotonina (5-HTT). Kent et al. agruparam dados de trés estudos
e encontraram uma pequena, mas significativa associagdo (razdo de chances
combinada = 1,33).67 Estudos de associacdo com polimorfismos dos receptores da
serotonina 5HT;5, 5HT,4 sd0 reduzidos e tém resultados contraditérios.®®%°"° Hawi
et al. ndo encontraram associacdo com TDAH do polimorfismo His452Tyr do
5HT,s na sua amostra total, mas na subamostra Irlandesa de seu estudo
encontraram uma transmiss&o preferencial do alelo His452.%% Entretanto, Quist et
al. encontraram uma transmissao preferencial do alelo 452Tyr no 5HT,4 nos filhos
com TDAH, sugerindo desequilibro de ligagéo deste polimorfismo com o TDAH.”
Hawi et al. evidenciaram uma transmissao preferencial do alelo 861G do 56HT 5 em
criangas com TDAH.?® Na mesma diregdo, Quist et al. encontraram uma tendéncia
para uma transmissdo excessiva do alelo 861G do 5HT,s, € uma maior
transmiss&o paterna significativa do alelo G para o filho afetado.®®

Embora existam bastantes estudos apresentando dados sobre a
participacado da genética na etiologia do TDAH (para uma reviséo, ver Faraone et

al., 2005)28 e sobre o papel dos estimulantes e sua eficacia no tratamento dos
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sintomas do TDAH, poucas investigacdes foram realizadas, até hoje, sobre os
efeitos desta associacdo — estudos de farmacogenética.’

Além do pequeno numero de estudos, existem muitas diferencas
metodoldgicas que impossibilitam uma generalizagao dos resultados, além do fato
de que uma parte dos estudos tem pequenos tamanhos amostrais ou avaliam

apenas alguns polimorfismos dos genes candidatos.
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ESTIMULANTES NO TRATAMENTO FARMACOLOGICO

DO TDAH

A farmacoterapia € parte fundamental do tratamento do TDAH. Os estudos
demonstraram que os tratamentos medicamentosos isolados ou combinados com
terapia comportamental sido mais efetivos que os tratamentos psicossociais
isolados.”” H& mais de 160 estudos demonstrando a efetividade dos

87273 que vém sendo usados ha mais de 50 anos.” Os estimulantes

estimulantes,
estdo entre as drogas mais seguras para o tratamento de alteracbes de
comportamento em criancas e adolescentes.”

As medicagbes estimulantes empregadas no tratamento do TDAH incluem
o metilfenidato, dextro-(D)-anfetamina, sais mistos de anfetamina e pemolina.”® O
uso da pemolina é contra-indicado devido a um efeito raro mas potencialmente
fatal de hepatotoxicidade.”® Ha estudos demonstrando que os estimulantes s&o
geralmente comparaveis em eficacia, mas pode haver diferengas no grau de
resposta. Em uma metanalise, aproximadamente 40% dos pacientes tiveram
semelhantes respostas positivas a metilfenidato ou D-anfetamina, mas 26%
responderam melhor ao metilfenidato, e 35% tiveram melhor resposta a D-
anfetamina.”’

Um estudo aberto ndo demonstrou diferencas no uso de metilfenidato e

atomoxetina (um inibidor da recaptacdo da noradrenalina), porém importantes

limitacbes metodoldgicas foram observadas.”® Um recente estudo duplo-cego
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randomizado comparou o uso de sais mistos de anfetamina e atomoxetina e
encontrou uma melhor resposta ao estimulante.”

O unico estimulante disponivel no Brasil € o metilfenidato. O metilfenidato é
o estimulante mais utilizado no tratamento do TDAH e estudos evidenciam uma
redugdo estatistica e clinicamente significativa dos sintomas do TDAH, assim
como melhora do funcionamento em varios outros dominios.®"

Entretanto, cerca de 30% dos pacientes tratados ndo apresentam a mesma
resposta, podendo ainda apresentar eventos adversos, o que pode aumentar as
taxas de ndo-adesdo ao tratamento.®®® Os eventos adversos mais comuns sdo

1080 o s30 dose-

insénia, reducdo de apetite, dores de estomago e cefaléia
dependentes, geralmente de leves a moderados e diminuem com alteragcdes da
dosagem ou dos horarios de tomada.?’. E além disto, foi observado em um
seguimento de dois anos que 30% dos pacientes interromperam o tratamento,
mesmo mostrando resposta satisfatoria.®

Modelos neurobioldgicos também sugerem a possibilidade de participagéo
de fatores genéticos no surgimento de eventos adversos.'*' Porém, os eventos
adversos nao foram avaliados em nenhum estudo até o momento.

Grizenko et al. comparou o padrao de agregacgao familiar da psicopatologia
em criangas com TDAH que eram boas ou mau-respondedoras ao tratamento com
metilfenidato e observou um risco significativamente maior de TDAH em parentes
de primeiro grau das bom-respondedoras do que nos parentes de mau-
respondedoras.®

Existe uma demanda significativa de pacientes que podem se beneficiar de

saber a priori se terdo uma boa resposta ao tratamento com metilfenidato,
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evitando eventos adversos e buscando entdo alternativas eficazes de tratamento.
Os estudos de farmacogenética e farmacogenémica podem auxiliar a montar uma

base para a identificagao destes individuos.
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FARMACOGENETICA — GENES DOPAMINERGICOS

A maior parte dos estudos tem como foco os genes do sistema
dopaminérgico, devido aos achados de modelos animais, a resposta clinica ao
metilfenidato (que age no transportador da dopamina) e ao papel critico das vias
dopaminérgicas no funcionamento executivo, no sistema de recompensas, e na
inibicao de respostas.?3

Atualmente, existem 16 investigacbes independentes avaliando a
associagao entre genes dopaminérgicos e resposta aos estimulantes. O gene
mais investigado é o gene do transportador da dopamina. Um estudo pioneiro de
Winsberg e Comings demonstrou um significativo aumento na frequéncia de
individuos homozigotos para o alelo de 10 copias do gene para o transportador de
dopamina (DAT1) nos pacientes nao respondedores.®* Nosso grupo foi capaz de
replicar esse achado, demonstrando também uma associa¢ao entre a homozigose
para o alelo de 10 repeticbes no gene DAT1 e pior resposta clinica ao
metilfenidato em uma amostra de 50 criangas e adolescentes com o transtorno.
Neste ensaio naturalistico, enquanto 75% (15/20) dos pacientes sem o gendtipo
10/10 demonstraram uma melhora maior de 50% nos sintomas nucleares do
Transtorno apods tratamento com metilfenidato, somente 47% (14/30) dos sujeitos
com o genotipo 10/10 atingiu o mesmo nivel de melhora com a medicacao (p
unicaudal = 0.04).85 Um terceiro estudo replicou este achado, demonstrando que

criangas coreanas que apresentavam a homozigose do alelo de 10 repetigdes
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demonstravam pior resposta ao metilfenidato.?® Entretanto, o tamanho amostral

era de apenas 11 criangas. Outras investigac¢des trouxeram resultados diferentes.

Duas investigagdes de um grupo irlandés (a segunda numa sub-amostra do
primeiro estudo) demonstraram que a transmissao do alelo de 10 repeticbes do
DAT1 era significativamente maior em criangas nas quais o metilfenidato tinha
uma resposta “muito boa” comparada com aqueles com resposta “média” ou “sem

resposta”.®”%8

Trés estudos relataram nao encontrar evidencias de associagdo entre a
homozigose do alelo de 10 repeticdes do DAT? e resposta ao tratamento.?%:9%91
Langley et al. avaliaram o efeito da presenca da homozigose do alelo de 10
repeticdes e resposta aos estimulantes. Nenhuma associagao foi encontrada (P =
0.65).89 Nenhuma associagao foi encontrada entre a resposta ao metilfenidato e
presenga do homozigose do alelo de 10 repeticdes na populagéo holandesa.®
Hamarman et al. relataram que os sujeitos homozigotos para o alelo de 10
repeticobes no gene DAT1 (n =15) precisavam de doses semelhantes de
estimulantes (39mg vs 38mg; p = 0.62) para a normalizagdo dos sintomas de

TDAH quando comparados com criangas com um ou nenhum alelo de 10

repeticdes (n = 30).%"

Dois estudos avaliaram o papel do alelo de 9 repeticbes do mesmo
polimorfismo VNTR no DAT71. Um estudo relatou que as criancas que
apresentavam o genotipo 9/9 apresentavam uma curva dose-reposta distinta dos

outros genotipos, e pior resposta.”? Um outro estudo avaliou a presenca da
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homozigose do alelo de 9 repeticdes em adultos sadios relatando uma resposta
subjetiva diminuida a administracdo aguda de anfetamina.*®

Seis estudos avaliaram o papel do alelo de 7 repeticbes em um
polimorfismo VNTR de 48 pares de base (48pb) do receptor 4 de dopamina
(DRD4-7). Tahir et al. relatou em uma amostra de 111 criangas com TDAH da
Turquia que somente as respondedoras ao metilfenidato apresentavam a
transmissdo excessiva do alelo 7 do DRD4.** Dois estudos ndo encontraram
associagao significativa entre a presenga do alelo de 7 repeticbes e resposta ao
metilfenidato.?*% Van der Meulen et al. demonstrou uma correlagao significativa
entre irmaos para a taxa de resposta ao metilfenidato e uma associacao positiva
mas nao estatisticamente significativa entre a presenca do alelo de 7 repetigdes e
melhor resposta @ medicagdo em uma amostra de criancas holandesas.”® Um
estudo comparou a dose necessaria para atingir uma redugao de dez pontos na
Conners’ Global Index — avaliacdo pelos pais e encontrou que os pacientes que
apresentavam o DRD4-7R precisavam de doses maiores para a melhora dos
sintomas.®® Um ensaio prospectivo de 8 semanas em uma amostra de criancas
coreanas com TDAH avaliou criangas que apresentavam a homozigose do alelo
de 4 repetigdes do DRD4 e demonstrou uma associagdo com uma melhor
resposta ao metilfenidato.’” Ben Amor avaliou um polimorfismo diferente no gene
DRD4, em um estudo de duas semanas duplo-cego cruzado com placebo,
relatando uma melhor resposta ao metilfenidato em pacientes que apresentavam o
gendtipo T/T do polimorfismo -521C/T do DRD4.*® Entretanto, Hamarman nao

encontrou evidéncia da influéncia do polimorfismo -521CT no desfecho clinico.®
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Os estudos avaliando outros genes dopaminérgicos sao escassos. Um
unico estudo avaliou o gene DRDZ2 e relatou ndo ter encontrado diferenca
significativa na resposta ao metilfenidato de acordo com os polimorfismos Taq |
A3 Tahir relatou que os respondedores ao metilfenidato apresentavam uma
transmissao preferencial do alelo de 151 pares de base no DRD5.** Hamarman et
al. ndo encontrou associagado entre um polimorfismo Taqgl no intron 5 no DBH e
dose de metilfenidato necessaria para normalizar os sintomas nas criangas com
TDAH.*"

As razdes para as diferencas entre os estudos nao sao claras, porém
algumas possibilidades s&o levantadas: diferengas metodoldgicas, tais como o tipo
de pacientes incluidos nos estudos (pacientes virgens de tratamento, com
diferentes tipos de comorbidade e idade), delineamento dos estudos, estratégia
para avaliacdo da resposta a farmacoterapia (avaliacdo retrospectiva vs
prospectiva, uso de diferentes escalas, nivel de melhora que define resposta).14 A
nao replicacado de achados positivos também é um achado esperado em estudos
de associagao, seja por tamanhos amostrais sem poder suficiente para a detec¢ao
do resultado, ou por variabilidade genética real entre as populagdes avaliadas.*
Uma outra possibilidade é que os efeitos atribuidos a determinado gene possam
representar associagées com outras regidées ou com marcadores desconhecidos,

em desequilibrio de ligagdo com o polimorfismo.™

E importante lembrar também que o nimero de estudos é pequeno,
tornando dificil a comparacdo dos resultados. A maior parte dos estudos é de

associagao, sem o estudo de haplétipos ou da combinagédo de gendtipos. Nao ha
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estudos que avaliem outros farmacos, apenas os estimulantes foram investigados
até o momento. Os eventos adversos, apesar de também serem mediados por
monoaminas nao tém sido investigados. Muito ha por ser feito nesta area em

desenvolvimento.
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FARMACOGENETICA — GENES SEROTONINERGICOS

Alteragcdes na quantidade da serotonina podem causar importantes
mudancas comportamentais em humanos sendo relacionadas com
comportamentos impulsivos e agressivos.'®"®" A diminuicdo da hiperlocomocao
em ratos “DAT1 knock-out” apds a administragao de estimulantes ou agentes que
aumentam a transmissao serotoninérgica sugere que o efeito dos estimulantes
nestes animais dependa da neurotransmissao serotoninérgica.®*

O envolvimento do sistema serotoninérgico no TDAH parece ocorrer devido
ao controle regulatorio do serotonina sobre a dopamina através das projegdes
neuronais dos neurdnios serotoninérgicos que regulam o disparo dos neurdnios
dopaminérgicos e a liberagado da dopamina. Problemas no sistema serotoninérgico
resultam em problemas no sistema dopaminérgico e afetam comportamentos
mediados pela dopamina. Diferentes receptores de serotonina mediam a
regulagdo de serotonina sobre a dopamina: 0 5HT 4, 0 5HT15, € 0 5HT,4."%

Os modelos animais, a resposta a farmacos como a imipramina e a
influéncia das vias serotoninérgicas sobre as vias dopaminérgicas apdiam a idéia
de que os genes serotoninérgicos tenham papel na resposta ao tratamento.

Nao encontramos estudos farmacogenéticos na literatura abordando os
efeitos especificos dos genes serotoninérgicos na resposta aos estimulantes no
TDAH, embora existam relatos positivos da associacdo dos genes

serotoninérgicos com o TDAH.%®
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Um estudo prévio avaliou a interagdo entre genes dopaminérgicos e
serotoninérgicos no TDAH e encontrou que os pacientes que apresentavam o
genotipo DRD4*7/5HTT LL demonstravam uma pior resposta no funcionamento
global com o tratamento com metilfenidato.®

Como visto, os estudos de farmacogenética no TDAH s&o iniciais nos
sistemas dopaminérgicos e serotoninérgicos, embora promissores. Entretanto,
eles sdo de extrema importancia clinica, pois poderado auxiliar na determinacéo de
subgrupos de pacientes que responderao a farmacoterapia e, mais adiante, a qual
tipo de medicacao. Além disso, ajudardo no esclarecimento das bases bioldgicas
desse importante problema de saude mental que afeta criangas, adolescentes e

adultos.
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OBJETIVO GERAL

Avaliar a associacédo de genes dopaminérgicos e serotonérgicos e resposta

ao metilfenidato em criangas e adolescentes com TDAH.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Verificar se a associagdo encontrada previamente entre a homozigose para
o alelo de 10 repeticdes no DAT1 (VNTR de 40pb — 480pb) e uma pior resposta
clinica ao metilfenidato é replicada nessa nova amostra, fortalecendo a evidéncia
anterior.

Verificar a existéncia de associagao entre a presengca da homozigose para o
alelo de 9 repeticdes no DAT1 (VNTR de 40pb — 440pb) e resposta clinica ao
metilfenidato na amostra coletada.

Verificar a existéncia de associagdo entre a presenca do alelo de 7
repeticoes no DRD4 (VNTR de 48 pb) e resposta clinica ao metilfenidato na
amostra coletada.

Verificar a existéncia de associagao entre a presenga da homozigose para o
alelo de 4 repeticdes no DRD4 e resposta clinica ao metilfenidato na amostra
coletada.

Verificar a existéncia de associagado entre trés polimorfismos de genes do
sistema serotoninérgico (polimorfismo na regidao promotora, variante longa (VNTR
de 528pb) no gene 5-HTT; polimorfismo Hincll no 5HT;s - presenga do alelo
HTR861G; e polimorfismo His452Tyr no 5HT,4 —presenca da homozigose do alelo

HTR2A/His452) e a resposta clinica ao metilfenidato na amostra coletada.
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Verificar a existéncia de associagao entre os polimorfismos nos genes dos
sistemas dopaminérgico ou serotoninérgico citados acima e surgimento de

eventos adversos secundarios ao tratamento do TDAH com metilfenidato.
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PROTECAO DOS DIREITOS HUMANOS

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre. Os pacientes eram informados dos objetivos da pesquisa
e de sua participacao voluntaria. Solicitou-se a assinatura pelo paciente e por um
dos pais ou responsaveis legais do termo de consentimento livre e esclarecido

(anexo V).
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RESUMO

Poucos estudos sobre a farmacogenética do Transtorno de Déficit de
Atencao/Hiperatividade (TDAH) foram conduzidos até o momento. A maior parte
deles avaliou genes do sistema dopaminérgico, e resultou em achados tanto
positivos quanto negativos. Nos avaliamos os efeitos dos polimorfismos em genes
candidates dopaminérgicos (DRD4, DAT1) e serotonérgicos (HTR1B, HTR2A e 5-
HTT) na resposta ao tratamento em pacientes para os quais metilfenidato foi
prescrito. As medidas de desfecho (Swanson, Nolan, and Pelham scale - versao
IV, Children Global Assessment Scale, Barkley’s Stimulants Side Effects Rating
Scale) foram avaliadas no momento de avaliagdo e um més apds a intervencgao.
Participaram do estudo 111 familias de criangas e adolescentes eurobrasileiros de
ambos os sexos que apresentavam TDAH segundo o DSM-IV. Estes pacientes
foram consecutivamente triados no Programa de Déficit de Atengao/Hiperatividade
do Hospital de Clinicas de Porto Alegre entre janeiro de 2003 e maio de 2004. Nao
foi detectada nenhuma associacao significativa entre os polimorfismos avaliados e
resposta ao farmaco ou presenca de eventos adversos. Ensaios controlados
multicéntricos prospectivos com maiores tamanhos amostrais sdo necessarios
para desvendar o papel dos genes candidatos na resposta ao tratamento para o

TDAH.
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A farmacogenética se refere ao entendimento da base hereditaria da
variabilidade entre individuos na resposta e presenca de reagdes adversas a
agentes farmacoldgicos. (Masellis et al., 2002). O Transtorno de Déficit de
Atencao/Hiperatividade (TDAH) é uma &rea promissora para estudos de
farmacogenética, devido ao fato de que foram demonstrados tanto uma alta
herdabilidade (Faraone et al., 2005) quanto uma resposta clinicamente
significativa aos agentes farmacolégicos (Swanson et al., 2001).

Entre o0s dezesseis estudos sobre farmacogenética dos genes
dopaminérgicos no TDAH encontrados na literatura (para revisdes, ver McGough,
2005; Polanczyk et al., 2005), dez estudos avaliaram o gene que codifica o
transportador de dopamina (DAT7). Em um estudo anterior, encontramos uma
associagao entre a homozigose do alelo de 10 repeticdes no DAT1 e uma pior
resposta ao metilfenidato (MPH) (Roman et al., 2002), replicando os resultados
prévios de Winsberg e Comings (1999). Recentemente, Cheon et al. (2005a)
também replicaram esta associagdo em uma pequena amostra da Coréia.
Entretanto, varios outros pesquisadores encontraram resultados diferentes
(Bellgrove et al., 2005; Hamarman et al., 2003; Kirley et al., 2003; Langley et al.,
2005; Lott et al., 2005; Stein et al., 2005; Van der Meulen et al., 2005).

Cinco estudos avaliaram a associagdo entre o polimorfismo de 48-pb
(VNTR) do Receptor D4 da dopamina (DRD4) e resposta ao MPH. (Ben Amor et
al., 2004; Cheon et al., 2005b; Hamarman et al., 2004; Van der Meulen et al.,
2005; Winsberg and Commings, 1999). Hamarman et al. (2004) relataram que os
pacientes que apresentavam o DRD4*7 precisavam de doses mais altas para

melhora dos sintomas. Outros estudos nao apresentaram associagcdes
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significativas entre a presenca do DRD4*7 e resposta ao MPH. Cheon et al.
(2005b) relatou que criangas que apresentavam a homozigose do alelo de 4
repeticées do DRD4 tinham melhor resposta ao MPH.

A integracédo destes resultados é virtualmente impossivel devido a grande
diversidade da metodologia entre os estudos. Nossos objetivos no presente
estudo foram: 1) verificar a replicabilidade de nossos achados prévios em uma
amostra maior completamente independente; e 2) avaliar a associagcao entre
resposta ao metilfenidato e presenca de polimorfismos de quatro outros genes
candidatos (DRD4; 5-HTT; HTR1B; HTR2A). Decidimos investigar os genes
serotoneérgicos porque eles foram recentemente implicados no TDAH (Faraone et
al., 2005) e somente um estudo farmacogenético anterior avaliou o papel do gene
5-HTT na resposta ao MPH relatando uma pior resposta nos pacientes que
apresentavam a combinagao dos genétipos 5-HTT*LL e DRD4*7 (Seeger et al.,
2001). Além disso, avaliamos os efeitos dos alelos/gendtipos sobre os eventos
adversos pela primeira vez. Investigamos especificamente reducado de apetite e
insbnia, pois sdo os eventos adversos mais proeminentes dos estimulantes
(Vitiello, 2001).

A amostra foi composta por criangas e adolescentes consecutivamente
avaliadas durante dois anos no Programa Ambulatorial de TDAH do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre para as quais tinhamos dados da resposta ao MPH do
primeiro més de tratamento. A investigacéo foi aprovada pela Comissdo de Etica
de nosso hospital universitario.

Os critérios de inclusao foram: a) Diagnodstico de TDAH de acordo com os

critérios do DSM-IV (APA, 1994); b) idade entre 4 e 17 anos; c) etnia
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eurobrasileira; d) sem uso anterior de metilfenidato; e) dose prescrita de MPH =
0.3 mg/kg/dia. Os procedimentos diagndsticos em nosso ambulatério estdo
descritos em detalhe em publicagcdo prévia (Rohde, 2002). Brevemente: o
diagnoéstico de TDAH e comorbidades sao avaliados através de entrevistas semi-
estruturadas, discussao diagnostica em um comité clinico, e avaliagéo clinica por
um psiquiatra de criangcas e adolescentes cegado para o gendtipo. O QI foi
avaliado através dos subtestes vocabulario e cubos do WISC-IIl e o nivel sécio
econdmico através da escala ABIPEME.(Associagado Brasileira de Empresas de
Pesquisa, 2003)

As avaliagdes foram realizadas antes de iniciar o tratamento com MPH e 30
dias depois. A escala Swanson, Nolan, and Pelham scale - verséo IV (SNAP-IV) —
a medida primaria de desfecho — é uma revisdo da Swanson, Nolan and Pelham
(SNAP) Questionnaire (Swanson et al., 2001). As suas subescalas geram
pontuagdes para sintomas de desatencao, hiperatividade e oposicao. A escala foi
completada através de entrevistas com os pais dos sujeitos. As medidas
secundarias de desfecho incluiram a Clinical Global Assessment (CGAS - Shaffer
et al., 1983) e a Barkley’s Side Effect Rating Scale (SERS) para avaliar os eventos
adversos de estimulantes (Barkley et al., 1990).

Doses de MPH de curta agdo foram aumentadas até ndo haver possibilidade
de melhora clinica, ou se houvesse eventos adversos limitantes. A dose média de
metilfenidato prescrito foi de 0.5 mg/kg/dia.

DNA genOmico de alto peso molecular foi extraido a partir de linfécitos por
um procedimento “salting out” (Lahiri and Nurberger, 1991). As regides dos

polimorfismos a serem analisados foram genotipadas usando primers e protocolos
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especificos para cada um deles, descritos previamente (ver Sano et al., 1993;
Lichter et al., 1993; Heils et al., 1996; Ozaki et al., 1996; Lappalainen et al., 1993).
Os efeitos da presenca de alelos ou gendtipos especificos sobre as medidas
de desfecho em um més de tratamento foram avaliados através da ANCOVA
(analise de covariancia) considerando os escores basais como covariaveis. Os
potenciais confundidores (caracteristicas demogréficas, Ql, tipo de TDAH,
comorbidades, uso prévio de medicacdo, e dose de MPH) foram incluidos como
covariaveis com base em uma analise conceitual da literatura e usando uma
definicao estatistica (associagdo com ambos fator em estudo e desfecho com um
P<0.10). Além disto, restringimos as analises para os pacientes apresentando
escores basais > 1 nas subescalas da SNAP-IV e < 70 na CGAS para permitir
espaco suficiente para melhora, como foi feito em investigagdes prévias (Roman
et al.,, 2002; Winsberg e Comings, 1999). Um nivel de significancia de 1% foi
aceito em todas as analises devido a testagem multipla. Os testes eram bicaudais.
Durante o periodo do estudo, 111 familias cujos filhos preencheram os
critérios de inclusdo aceitaram participar da investigacao. Perdemos dados de 5
sujeitos: dados basais invalidos (2 casos), uso irregular de MPH (2 casos), e
problemas na genotipagem (1 caso). A idade média na amostra 10.26 anos (dp:
3.07); 82 pacientes (77.4%) eram do sexo masculino. O QI médio da amostra foi
de 94,06 (desvio padrao - dp=15,07). Transtorno de Conduta estava presente em
17 pacientes (16%), Transtorno de Oposi¢cao Desafiante (TOD) em 55 pacientes
(61.9%), Transtorno de Humor eram presentes em 10 sujeitos (9,4%), e
Transtornos de Ansiedade em 25 (23.8%). A média dos valores basais e desvio

padrao das medidas de desfecho foram, respectivamente: Snap-IV — subescala
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desatencao: 1,29 (dp=0,56); Snap-IV subescala hiperatividade: 1,07 (dp=0,66);
Snap IV subescala oposicédo: 0,87 (dp=0,60); Snap IV total: 1,08 (dp=0,51) e
CGAS: 65,94 (dp=10,24). A pontuacao média da SERS basal foi de 34,67, e o
desvio padrao de 21,10. 11 pacientes (10,4%) realizaram tratamento psicossocial
prévio a entrada em nosso programa, 7 (6,6%) fizeram uso de outras medicacdes
previamente e 10 (9,4%) receberam outra medicacdo concomitante ao
metilfenidato. Os casos néo coletados devido a recusa dos pais ou do paciente
(por oposig¢ao ou sintomas fobicos) foram comparados com os casos coletados, e

nenhuma diferencga significativa foi encontrada.

Para confirmar inicialmente a eficacia do tratamento com MPH nesta
amostra, nés exploramos os efeitos do seu uso no escore total da SNAP-IV
durante o primeiro més de tratamento. Uma reducdo nos escores totais foi
detectada durante o periodo de seguimento (n=95; t = 11.09; P<0.001; Tamanho
de Efeito = 1.15).

N&o conseguimos detectar efeitos significativos dos
polimorfismos/gendétipos investigados sobre a resposta ao MPH no escore total da
SNAP-1V, ou em qualquer dominio dimensional da SNAP-IV e na CGAS (Tabela I).
Além disto, nenhum efeito foi detectado sobre efeitos adversos, assim como
nenhum efeito sobre insénia ou reducdo de apetite foi encontrado (Tabela II)

INSERIR AS TABELAS | e Il AQUI

Nao conseguimos replicar os achados de nosso estudo anterior que

demonstrou uma significativa pior resposta ao metilfenidato nos pacientes com o

gendtipo 10/10 no DAT1. Conforme sugerido por Colhoun et al. (2003), isto ndo &
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um achado inesperado em estudos tentando replicar achados anteriores no campo
da genética molecular, dada a heterogeneidade real que pode existir entre as
amostras dos estudos de associagao gene-resposta, ou porque pode faltar poder
aos estudos secundarios para encontrar os mesmos achados positivos.
Entretanto, este foi o primeiro estudo a avaliar uma amostra maior completamente
independente na mesma populagdo. Os achados relacionados ao DRD4*7 sao
semelhantes aos de Winsberg and Commings (1999) e Ben Amor (2004), que
relataram n&o ter encontrado nenhuma associagao significativa entre resposta ao

tratamento e gendtipos, mas diferem dos achados de Hamarman et al. (2004).

As diferencas entre os resultados dos estudos possivelmente refletem
questdes metodoldgicas, tais como tamanhos amostrais, certas caracteristicas
importantes dos pacientes (inclusdo de pacientes sem uso prévio de medicagao,
diferentes etnias ou comorbidades), avaliacdo por pais ou professores, avaliagao
retrospectiva ou prospectiva da resposta ao tratamento, diferentes instrumentos de

medida de desfecho, entre outros (ver Polanczyk et al., 2005).

Este foi o primeiro estudo a avaliar especificamente os efeitos dos genes
serotonérgicos na resposta ao MPH e na presenga de eventos adversos. Nossos

achados nao sinalizam nenhuma associagao.

Algumas limitagbes devem ser consideradas no entendimento destes
resultados. N&o havia um grupo controle com placebo neste ensaio, assim que
nao tinhamos um controle interno para correcdo de qualquer efeito de tempo.
Entretanto, a razdo de melhora dos sintomas de TDAH foi semelhante a

encontrada nos ensaios clinicos controlados com placebo. Como realizamos
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andlises estatisticas bastante conservadoras (p valor em nivel 0.01 e inclusdo de
potenciais confundidores com covariaveis) em uma amostra de tamanho
moderado, ndo podemos excluir a presenca de Erro tipo Il. Grupos colaborativos
multicéntricos maiores, como o ADHD Molecular Genetics Network sao

necessarios para lidar com essa limitagao potencial.

A publicacédo de achados negativos € relevante (Colhoun et al., 2003),
especialmente em uma area com poucos estudos, e sua maior parte apresentado
achados discrepantes. Nossos achados podem auxiliar outros investigadores na

decisao de onde colocar seus esfor¢os em novos estudos farmacogenéticos.
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Tabela |. Associagao dos Polimorfismos dos Genes Candidatos e Reposta ao MPH - ANCOVA nas Medidas de Desfecho
apos 1 més de tratamento com MPH (dose média prescrita = 0,5 mg/kg/dia) em 111 criangas e adolescentes com TDAH
de acordo com o DSM-IV.

Gene Polimorfismo/Genétipo SNAP Total SNAP Desatencao SNAP Hiperatividade | SNAP CGAS
(n=95) (n=106) (n=83) Oposigao (n=66) | (n=101)
F p F p F P F p F P
DAT1 Homozigose 10R 0,32° | 0,57 0,08 | 0,77 0,54 0,46 0,23° [ 0,88 0,40° | 0,52
Homozigose 9R 0,44 | 0,50 0,10° | 0,74 0,49° | 0,48 0,27° | 0,60 0,08°° | 0,76
DRD4 Presenga 7R 0,62° | 0,43 0,09 | 0,75 1,88%° | 0,17 0,21° 10,88 0,03 0,85
Homozigose 44R 0,13 | 0,71 0,01 | 091 1,18 0,27 0,37 | 0,54 0,07 0,78
5-HTT Homozigose LL 0,06 | 0,80 0,22 | 0,63 1,10° | 0,29 0,47° | 0,49 1,79 0,18
HTR1B Presenca alelo G 290 |0,09 0,27 | 0,60 1,81 0,18 0,12 | 0,72 0,00 0,97
HTR2A Homozigose His 0,07 [ 0,78 0,49 |0,48 0,06 0,80 0,47 | 0,49 0,00 0,93

Covariaveis consideradas nas analises (Qquando na comparagao entre os grupos, p<0.20): a) Transtorno de Oposi¢ao
Desafiante; b) Transtorno de Ansiedade; c) Uso prévio de medicagao (exceto MPH); d) dose de MPH; e) Transtorno de
Conduta; f) uso de MPH e medicagao concomitante. O valor basal das medidas foi considerado uma covariavel em todas
as analises.



Tabela Il. Associagado dos Polimorfismos dos Genes Candidatos e Eventos adversos dos Estimulantes - ANCOVA das

Medidas de Eventos Adversos dos estimulantes apdés 1 més de tratamento com MPH (dose média prescrita

mg/kg/dia) em 111 criangas e adolescentes com TDAH de acordo com o DSM-IV.

Gene Polimorfismo/Gendtipo SERS (n=106) Insbnia (n=97) Redugéao de Apetite (n=97)
F p F P F P

DAT1 Homozigose 10R 0,45° | 0,50 0,80° 0,37 0,14° 0,90
Homozigose 9R 0,26 | 0,61 2,27 0,13 0,34 0,55

DRD4 Presenca 7R 0,48 | 0,48 0,00 0,97 0,38 0,53
Homozigose 44R 0,60 | 0,43 1,85 0,17 0,21 0,64

5-HTT Homozigose LL 0,86 | 0,35 0,37 0,54 0,00 0,95

HTR1B Presenca alelo G 0,00° [ 0,99 0,40° 0,52 0,09° 0,75

HTR2A Homozigose His 0,00 | 0,92 0,46 0,49 1,03 0,31

0,5

Covariaveis consideradas nas analises (quando na comparagao entre os grupos através de X, p<0.20): a) Transtorno de
Oposigao Desafiante; b) TDAH — subtipo combinado. O valor basal das medidas foi considerado uma covariavel em todas

as analises.
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ABSTRACT

Few studies on pharmacogenetics of Attention-Deficit/Hyperactivity Disorder have
been conducted. Most of them evaluated dopaminergic genes resulting in positive
and negative findings. We assessed effects of polymorphisms in candidate
dopaminergic (DRD4, DAT1) and serotonergic genes (HTR1B, HTR2A, and the 5-
HTT) on the response to treatment in patients for whom methylphenidate was
prescribed. Outcome measures (Swanson, Nolan, and Pelham scale - version |V,
Children Global Assessment Scale, Barkley’'s Stimulants Side Effects Rating
Scale) were assessed at baseline and one month after the intervention. 111
families of eurobrazilian children and adolescents of both genders who presented
ADHD according to DSM-IV joined the study. These patients were consecutively
evaluated in the Attention-Deficit/Hyperactivity Outpatient Program of the Hospital
de Clinicas de Porto Alegre from January,2003 to May, 2004. No significant
association was detected between polymorphisms assessed and both response
and side effects to methylphenidate. Prospective multi-site controlled studies with
larger sample sizes are needed in order to disentangle the role of candidate genes

in response to ADHD treatment.
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Pharmacogenetics refers to the understanding of the hereditary basis for
variability in response and adverse reactions to pharmacological agents among
individuals (Masellis et al., 2002). Attention-Deficit/Hyperactivity Disorder (ADHD)
is a very promising area for pharmacogenetic studies, since both huge heritability
for the disorder (Faraone et al., 2005) and clinically significant response to
pharmacological agents have been documented (Swanson et al., 2001).

Among the sixteen ADHD pharmacogenetic dopaminergic studies in the
literature (for reviews, see McGough, 2005; Polanczyk et al.,, 2005), ten
investigations addressed the Dopamine Transporter gene (DAT17). In a previous
study, we found an association between homozygosity for the 10-repeat allele at
DAT1 and worse response to methylphenidate (MPH) (Roman et al., 2002),
replicating previous results from Winsberg and Commings (1999). Recently, Cheon
et al. (2005a) also replicated this association in a small sample from Korea.
However, several others found different results (Bellgrove et al., 2005; Hamarman
et al., 2003; Kirley et al., 2003; Langley et al., 2005; Lott et al., 2005; Stein et al.,
2005; Van der Meulen et al., 2005).

Five studies addressed the association between the 48-bp VNTR
polymorphism at the D4 Dopamine Receptor (DRD4) and response to MPH (Ben
Amor et al., 2004; Cheon et al., 2005b; Hamarman et al., 2004; Van der Meulen et
al., 2005; Winsberg and Commings, 1999). Hamarman et al. (2004) found that
patients presenting the 7 repeat allele at DRD4 (DRD4*7) required higher doses for
symptom improvement. Other studies did not find significant association between

DRD4*7 and response to MPH. Cheon et al. (2005b) reported that children who

60



were homozygous for the 4-repeat allele at the DRD4 presented a better response
to MPH.

The integration of these findings is virtually impossible due to extreme
methodological diversity among studies. Our objectives in the present study were:
1) to check the replicability of our previous findings in a completely independent
larger sample; and 2) to evaluate the association between response to
methylphenidate and polymorphisms at four other candidate genes (DRD4; 5-HTT;
HTR1B; HTR2A). We decided to investigate serotonergic genes since they have
been recently implicated in ADHD (Faraone et al., 2005) and only one previous
pharmacogenetic study has assessed the role of the 5-HTT in response to MPH
reporting a reduced improvement in those presenting 5-HTT*LL and DRD4*7
genotype (Seeger et al.,, 2001). Additionally, we assessed the effects of
allele/genotypes on adverse events for the first time. We assessed specifically
appetite reduction and insomnia, since they are the most prominent side effects of
stimulants (Vitiello, 2001).

The sample comprised children and adolescents consecutively evaluated
during two years in the ADHD Outpatient Program at the Hospital de Clinicas de
Porto Alegre for whom we had data on response to MPH for the first month of
treatment. The investigation was approved by the Ethical Committee of our
University Hospital.

The inclusion criteria were: a) ADHD diagnosis according to DSM-IV criteria
(APA, 1994); b) age between 4 and 17 years-old; c) European-Brazilian ethnicity;
d) drug naive for MPH; e) prescribed dose of MPH = 0.3 mg/kg/day. The diagnostic

procedures in our unit were extensively described elsewhere (Rohde, 2002).
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Briefly, diagnoses of ADHD and comorbidities were achieved through semi-
structured interviews, diagnostic discussion in a clinical committee, and clinical
evaluation by child psychiatrists blind to the genotype. IQ was assessed through
the vocabulary and cubes subscales of the WISC-III test, and socioeconomic level
through the ABIPEME scale.(Associacao Brasileira de Empresas de Pesquisa,
2003)

Assessments were performed at baseline and after 30 days of treatment
with MPH. The Swanson, Nolan, and Pelham scale - version IV (SNAP-IV) - the
primary outcome measure — is a revision of the Swanson, Nolan and Pelham
(SNAP) Questionnaire (Swanson et al., 2001). Its subscales provide scores for
inattention, hyperactivity and oppositional symptoms. The scale was completed by
the subjects’ parents. Secondary outcome measures included the Clinical Global
Assessment (CGAS - Shaffer et al., 1983) and the Barkley’'s Stimulants Side
Effects Rating Scale (SERS) to assess stimulants side events (Barkley et al.,
1990).

Doses of short-acting MPH were augmented until there was no further
clinical improvement or there were limiting side effects. Mean dose of MPH
prescribed was 0.5 mg/kg/day.

High molecular weight genomic DNA was extracted from whole blood
lymphocytes by a salting out procedure (Lahiri and Nurberger, 1991). The
polymorphic regions were amplified and genotyped using specific primers and
protocols described previously (see Heils et al.,, 1996; Lappalainen et al., 1993;

Lichter et al., 1993; Ozaki et al., 1996; Sano et al., 1993).
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Effects of the presence of specific alleles or genotypes on outcome measures
at 1 month of treatment were assessed through ANCOVA considering baseline
scores as covariates. Potential confounders (demographic characteristics, 1Q,
ADHD type, comorbidity, previous use of medication, and MPH dose) were
included as covariables based on conceptual analyses of the literature and using a
statistical definition (association with both the study factor and outcome for a
P<0.10). In addition, we restricted analyses to patients presenting baseline scores
> 1 in the SNAP-IV subscales and < 70 in the CGAS to allow sufficient room for
improvement as it has been done in previous investigations (Roman et al., 2002;
Winsberg and Commings, 1999). A significance level of 1 % was accepted in all
analyses due to multiple testing. Tests were two-tailed.

During the study period, 111 families accepted to take part of the study and
their affected children fulfilled inclusion criteria. We lost data for 5 subjects: invalid
baseline data (2 cases), irregular use of MPH (2 cases), and problems in
genotyping (1 case). The mean age in the sample was 10.26 years (SD: 3.07); 82
patients (77.4%) were male. Mean 1Q was 94.06 (SD=15.07). Conduct Disorder
was present in 17 patients (16%), Oppositional Defiant Disorder (ODD) in 55
patients (51.9%), Mood Disorders were present in 10 subjects (9.4%), and Anxiety
Disorders in 25 (23.8%). Mean baseline scores were: Snap-IV — innatention
subscale: 1.29 (SD=0.56); Snap-IV hyperactivity subscale: 1.07 (SD=0.66); Snap-
IV opposition subscale: 0.87 (SD=0.60); Total Snap-IV score: 1.08 (SD=0.51), and
CGAS: 65.94 (SD=10.24). Mean baseline SERS score was 34.67 (SD=21.10). 11
patients (10.4%) underwent psychosocial intervention before joining our program; 7

(6.6%) used other medication other than methylphenidate previously to our

63



evaluation, and 10 (9.4%) received another medication concomitantly to
methylphenidate. Cases not collected due to parental or child refusal (because of
phobic or oppositional symptoms) were compared to the collected sample, and no

significant difference was found.

We were not able to detect significant effects of the
polymorphisms/genotypes assessed on the response to MPH in both SNAP-IV
total and subscale scores and in the CGAS scores (Table I). In addition, no effect
on adverse events was detected. Moreover, no effect was detected on appetite
reduction or insomnia (Table II).

INSERT TABLE | and Il AROUND HERE

We were not able to replicate findings from our previous study suggesting a
significant worse response to MPH in patients with the DAT7 10/10 genotype. As
suggested by Colhoun et al. (2003), this is not an unexpected result in studies
trying to replicate previous findings in the molecular genetics arena, since true
heterogeneity in gene-response associations might exist among samples or these
secondary studies may lack power to observe the same previous positive findings.
However, this has been the first study to assess a completely independent larger
sample in the same population. The results regarding DRD4*7 concur with those
from Winsberg and Commings (1999) and Ben Amor (2004), who reported no
association between response to treatment and genotypes, but differ from

Hamarman et al. (2004) findings.

The discrepancies in results among studies possibly reflect methodological

issues, such as sample sizes, important patients characteristics (inclusion of drug
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naive patients, different ethnicities and comorbidities), different study design
(prospective or retrospective; clinical trial or naturalistic), information sources and

instruments to assess drug response (see Polanczyk et al., 2005).

This has been the first study to assess specifically effects of serotonergic
genes on response to MPH and adverse events. Our findings do not suggest any

association.

Some limitations should be considered in the understanding of our results.
We did not have a placebo arm in this trial, so we did not have an internal control
for any effect of time. However, the rate of improvement of ADHD symptoms was
similar to those generally found in placebo-controlled studies (significant reduction
in the SNAP total scores along time - P<0.001; Effect Size = 1.15; data available
upon request). Since we performed very conservative analyses (p value set at 0.01
level and inclusion of potential confounders in analyses as covariables) in a
moderate sample, we can not exclude Error type |lI. Larger multicenter
collaborative groups as the ADHD Molecular Genetics Network are needed to deal

with this potential limitation.

Publication of negative findings are relevant (Colhoun et al.,, 2003),
especially in an area with few studies and the majority of them reporting discrepant
results. Our findings might also serve to guide other investigators in deciding where

to put efforts in new pharmacogenetic studies.
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Table I. Association of Candidate Gene Polymorphisms and Response to MPH — ANCOVA in Outcome Measures after 1
month of treatment with MPH (mean doses prescribed = 0.5mg/kg/day) in 111 children and adolescents with DSM-IV
ADHD.

Gene Polymorphism/Genotype Total SNAP SNAP SNAP SNAP CGAS (n=101)
(n=95) Inattention Hyperactivity Opposition
(n=106) (n=83) (n=66)
F p F p F P F p F P
DAT1 Homozygous 10R 0,32° | 0,57 0,08 | 0,77 0,54 0,46 0,23° 10,88 0,40° 0,52
Homozygous 9R 0,44 | 0,50 0,10° | 0,74 0,49° 0,48 0,27° | 0,60 0,08*° |0,76
DRD4 Presence 7R 0,62° | 0,43 0,09 | 0,75 1,88*° 10,17 0,21° 0,88 0,03 0,85
Homozygous 44R 0,13 | 0,71 0,01 |09 1,18 0,27 0,37 | 0,54 0,07 0,78
5-HTT Homozygous LL 0,06 | 0,80 0,22 |0,63 1,10° 0,29 0,47° 1 0,49 1,79 0,18
HTR1B | Allele G 290 | 0,09 0,27 | 0,60 1,81 0,18 0,12 | 0,72 0,00 0,97
HTR2A | Homozygous His 0,07 [0,78 0,49 0,48 0,06 0,80 0,47 10,49 0,00 0,93

Confounders considered in analyses (x?, p<0.20): a) Oppositional Defiant Disorder; b) Anxiety Disorder; c) Previous use of
medication (other than MPH); d) MPH dose; e) Conduct Disorder; f) use of concomitant medication. Baseline values were
considered as covariates in all analyses.
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Table Il. Association of Candidate Gene Polymorphisms and Stimulants Side Effects - ANCOVA in Adverse Events after 1
month of treatment with MPH (mean doses prescribed = 0.5mg/kg/day) in 111 children and adolescents with DSM-IV
ADHD.

Gene Polymorphism/Genotype SERS (n=106) Insomnia (n=97) Appetite Reduction (n=97)
F p F P F P

DAT1 Homozygous 10R 0,45 | 0,50 0,80° 0,37 0,14° 0,90
Homozygous 9R 0,26 | 0,61 2,27 0,13 0,34 0,55

DRD4 Presence 7R 0,48 | 0,48 0,00 0,97 0,38 0,53
Homozygous 44R 0,60 |043 1,85 0,17 0,21 0,64

5-HTT Homozygous LL 0,86 | 0,35 0,37 0,54 0,00 0,95

HTR1B Allele G 0,00° | 0,99 0,40° 0,52 0,09° 10,75

HTR2A Homozygous His 0,00 0,92 0,46 0,49 1,03 0,31

Confounders considered in analyses (x?, p<0.20): a) Oppositional Defiant Disorder; b) ADHD — Combined Subtype.
Baseline values were considered as covariates in all analyses.
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DISCUSSAO

O aumento de estudos farmacogenéticos € notavel, considerando que o
primeiro estudo sobre o efeito dos genes dopaminérgicos na resposta aos
estimulantes foi realizado em 1999. Em menos de dez anos, 16 estudos foram
conduzidos. Porém, muito ainda deve ser explorado para que uma melhor
compreensao da farmacogenética do TDAH possa ser atingida.

Nossos achados em relacdo aos genes dopaminérgicos corroboram
resultados prévios demonstrando a auséncia de efeito destes genes na resposta
clinica ao metilfenidato em pacientes com TDAH.

Este é o primeiro estudo que temos acesso na literatura sobre o efeito de
genes serotoninérgicos na resposta ao metilfenidato. Da mesma forma, € inovador
ao avaliar o efeito de genes nos eventos adversos associados a medicagao.
Nenhum resultado positivo foi encontrado. Porém, novos estudos necessitam ser
realizados.

As andlises destes polimorfismos ndo excluem que outros sejam os
responsaveis pela resposta clinica e pelo surgimento de eventos adversos
secundarios ao tratamento. Entretanto, as analises foram baseadas em todos os
dados disponiveis na literatura sobre a farmacogenética do TDAH dos genes
avaliados.

Muitos dados ainda devem ser explorados antes que se possa dizer que
este estudo esta terminado. Outras formas de analise também podem e serdo
realizadas, um numero maior de pacientes deve ser alocado, assim como o uso de

medidas categoricas ao invés de dimensionais nas analises estatisticas ou o uso
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dos subtipos de TDAH ou apenas de casos graves ou do estudo de diferentes
niveis socioecondmicos; a avaliagdo dimensional das doses dos farmacos e sua
relagdo com os polimorfismos também devera ser avaliada, e uma investigagcao da
interacdo entre os sistemas dopaminérgico, noradrenérgico e serotoninérgico
também deve ser conduzida. Muito ainda ha por ser feito. Este trabalho é uma
contribuicdo importante na area, sobretudo pelo controle de confundidores e pela
analise de diversos polimorfismos em genes de diferentes sistemas
monoaminérgicos, em uma amostra de tamanho moderado. Varios outros
trabalhos estdo sendo realizados a partir desta investigagdo, dos quais citamos
como exemplos o estudo farmacogenético de genes noradrenérgicos, a interagao
entre os testes neuropsicolégicos. Acreditamos que estes sdo passos importantes
para o estabelecimento de uma maior compreensao dos fatores que influenciam
tanto no entendimento do TDAH quanto do seu tratamento.

Ainda carecemos de um maior entendimento das interagdes entre os genes
e ambiente, que tentamos minimizar através da analise das variaveis
confundidoras. Estas podem ter agido salientando ou mesmo mascarando o efeito
dos genes. Pouco se sabe sobre o efeito dos genes nestes confundidores —
mediadores — moderadores, e esperamos que estudos futuros possam elucidar
estas duvidas.

Sao necessarias iniciativas como a do “ADHD Molecular Genetics Network”,
grupo de estudos do qual este estudo faz parte. O “ADHD Molecular Genetics
Network” visa agrupar resultados de varios investigadores ao redor do mundo,
facilitando a obtencdo de tamanhos amostrais que possibilitem a deteccdo de

pequenos tamanhos de efeito. Isto facilitara o entendimento das bases
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farmacogenéticas do TDAH podendo produzir a longo prazo a possibilidade de
uma prescricdo mais individualizada. Os resultados dos estudos de
farmacogenética também podem orientar o entendimento das bases
neurobiolégicas do TDAH facilitando o desenvolvimento de compostos mais

especificos para o seu tratamento.
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ANEXO I.

MTA SNAP — IV Escala de pontuacao para pais e professores

NOME: ottt Sexo: ... Idade: .............. Escolaridade: ............. Etnia: ......cco.o
Avaliado Por: ..o Tipo de Classe: ...vouevrceiriiieriinnnen, Tamanho da Classe: .....c.cooveeeirerennninnens
Para cada item, marque a coluna que melhor descreve esta crianca:
NEM UM UM BASTANTE | DEMAIS
POUCO POUCO

1. N&o consegue prestar muita atengdo a detalhes ou comete
erros por descuido nos trabalhos da escola ou tarefas.

2. Tem dificuldade de manter atengdo em tarefas ou atividades de
lazer.

3. Parece ndo estar ouvindo guando se fala diretamente com ele.

4. N&o segue instrugdes até o fim e ndo termina deveres de
escola, tarefas ou obrigacdes.

5. Tem dificuldade para organizar tarefas e atividades.

6. Evita, ndo gosta ou se envolve contra a vontade em tarefas que
exigem esfor¢o mental prolongado.

7. Perde coisas necessarias para atividades (p.ex: brinquedos,
deveres da escola, lapis ou livros).

8. Distrai-se com estimulos externos.

9. E esquecido em atividades do dia-a-dia.

10. Mexe com as maos ou 0S pes ou se remexe na cadeira.

11. Sai do lugar na sala de aula ou em outras situagdes em que
se espera que fique sentado.

12. Corre de um lado para outro ou sobe demais nas coisas em
situacBes em que isto é inapropriado.

13. Tem dificuldade em brincar ou envolver-se em atividades de
lazer de forma calma.

14. N&o para ou freqiientemente esta “a mil por hora”.

15. Fala em excesso.

16. Responde as perguntas de forma precipitada antes delas
terem sido terminadas.

17. Tem dificuldade de esperar sua vez.

18. Interrompe 0s outros ou se intromete (p.ex: mete-se nas
conversas / jogos).

19. Descontrola-se.

20. Discute com adultos.

21. Desafia ativamente ou se recusa a atender pedidos ou regras
de adultos.

22. Faz coisas de propdsito gue incomodam outras pessoas.

23. Culpa 0s outros pelos seus erros ou mau comportamento.

24. E iitavel ou facilmente incomodado pelos outros.

25. E raivoso e ressentido.

26. E rancoroso ou vingativo.
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ANEXO II.

ESCALA DE AVALIACAO GLOBAL DE CRIANCAS (CGAS)

Considere o funcionamento psicolégico, social e escolar da crianga/adolescente numa linha
hipotética de salude-doenga mental.

Pontue de acordo com a sua visdao do funcionamento real da crianga/adolescente,
independente de tratamento ou progndstico. Os exemplos dados de comportamento sdo somente
ilustrativos, ndo sao, portanto, necessarios para qualquer pontuagao particular.

Use niveis intermediarios (por exemplo: 35,82,58).

Periodo de tempo especificado: 1 més.

Escore

100-91 — Funcionamento superior em todas as areas (em casa, na escola, com 0s
amigos); a crianga/adolescente esta envolvida numa grande variedade de atividades e tem muitos
interesses (por exemplo, tem passatempos, participa em atividades fora do colégio, participa de
organizagdes ou grupos como os escoteiros, grupo da igreja, etc.); estimado, confiante; consegue
lidar com as preocupac¢des do dia-a-dia; bem na escola; sem sintomas.

90-81 — Bom funcionamento em todas as &reas: seguro na familia, escola e com
amigos. Podem existir dificuldades transitérias e preocupag¢des do dia-a-dia com as quais tem,
ocasionalmente, dificuldade em lidar (por exemplo, ansiedade leve associada a uma prova
importante, “explosdes” ocasionais com irmaos, pais ou amigos).

80-71 — N&do mais do que prejuizo leve no funcionamento em casa, na escola ou com
amigos; alguma alteragdo do comportamento ou angustia emocional pode estar presente em
resposta a problemas da vida (por exemplo, separacao dos pais, morte, nascimento do irmao), mas
estas alteragdes duram pouco e o prejuizo na vida da crianga também dura pouco; estas
criangas/adolescentes sao vistas pelos outros como causando uma perturbagdo minima e nao sao
consideradas problematicas por quem as conhece.

70-61 — Alguma dificuldade numa Unica &rea, mas funcionando geralmente bastante
bem (por exemplo, atos anti-sociais uma vez que outra ou isolados, como sacanagens ou roubos
sem grande valor de vez em quando; dificuldades menores, mas constantes, com os deveres
escolares; variagbes de humor de duragdo curta, medos e ansiedade que nao implicam em
comportamento evitativo grosseiro; duvidas sobre si mesmo); tém algumas relagbes significativas
com pessoas (amigos, familiares); a maioria das pessoas que nao conhecesse esta
crianga/adolescente ndo o/a consideraria problematico (a), mas aqueles que realmente o/a
conhecem bem, podem expressar preocupagao.

60-51 — Funcionamento variavel com dificuldades uma vez que outra ou sintomas em
varias, mas ndo em todas as areas sociais; perturbagdes podem ser enxergadas por aqueles
que encontram a crianga/adolescente num ambiente ou momento disfuncional, mas nao para
aqueles que véem a crianga/adolescente em outros ambientes.

50-41 — Grau moderado de problemas no funcionamento na maioria das areas
sociais ou prejuizo grave do funcionamento em uma area, como pode resultar de, por exemplo,
presenga de preocupagdes e idéias repetidas suicidas, recusa em ir a escola e outras formas de
ansiedade, rituais, queixas fisicas por “nervoso” (sem causa médica), ataques de ansiedade
freqlientes, capacidades de relacionamento pobres e inapropriadas, episédios freqlientes de
comportamentos agressivos ou anti-sociais com alguma manutengcao de relagbes sociais
significativas.

40-31 — Prejuizo importante no funcionamento em varias areas e incapacidade para
funcionar em uma destas areas, ou seja, perturbagdo em casa, na escola, com companheiros ou
na sociedade em geral, por exemplo, agressdo constante sem clara provocagéo; marcadamente
retirado e com comportamento isolado, devido & perturbacdo do humor ou no pensamento;
tentativa de suicidio com ou sem intengdo de morrer; estas criangas/adolescentes provavelmente
necessitem de escola especial e/ou hospitalizagdo ou retirada da escola (entretanto, este ultimo
critério ndo é suficiente para inclusao nesta faixa).
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30-21 — Incapaz de funcionar em quase todas as areas, por exemplo, fica em casa,
numa sala, ou na cama todo o dia sem tomar parte em atividades sociais, ou prejuizo grave do
contato com a realidade, ou prejuizo grave na comunicagao (por exemplo, as vezes fala coisas que
nao tem nada a ver com a ocasido ou com o assunto; ndo emenda um assunto no outro).

20-11 — Necessita consideravel supervisdo para prevenir que machuque os outros ou
a si mesmo (por exemplo, frequentemente violento, tentativas de suicidio repetidas), ou para
manter a higiene pessoal, ou prejuizo grosseiro em todas as formas de comunicagao, por exemplo,
anormalidades na fala e nos gestos, marcada indiferenga social, desligado do mundo, etc.

10-1 — Necessita supervisdo constante (cuidados 24 horas) devido ao comportamento
gravemente agressivo ou auto-destrutivo ou prejuizo grave no contato com a realidade, na fala e
no pensamento, no afeto ou na higiene pessoal.

Escore:
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ANEXO llI.

ESCALA DE AVALIACAO DE EVENTOS ADVERSOS DE MEDICAGOES ESTIMULANTES

Nome: Data:
Pessoa que completou este questionario:

INSTRUCOES
Por favor, pontue cada comportamento de O (ausente) até 9 (grave). Circule somente um nimero ao lado de
cada item. Um zero significa que vocé ndo tem visto o comportamento nesta crian¢a durante a Gltima semana,
e um 9 significa que vocé tem notado o comportamento e acredita que ele seja ou muito grave ou ocorra

muito freqlientemente.

Comportamento Ausente Sério
Ins6nia ou dificuldade para dormir 0o 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Pesadelos 0o 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Fica com olhar perdido ou sonha acordado 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Fala menos com os outros 0o 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Desinteressado pelos outros 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Apetite diminuido 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Irritavel 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Dores de estbmago 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Dores de cabeca 0o 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Sonoléncia 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Triste / Infeliz 0o 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Chora facil 0o 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Ansioso 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Roe as unhas 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Euférico / Feliz fora do comum 0o 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Tontura o 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Tiques ou movimentos de nervoso 0o 1 2 3 4 5 6 7 8 9
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ANEXO V.
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

ESTUDO DO TRANSTORNO DE DEFICIT DE ATENCAO E
HIPERATIVIDADE - SUSCETIBILIDADE GENETICA E
IDENTIFICACAO DE GENES CANDIDATOS

Antes de sua participagdo neste estudo, é 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 poderdo contatar Luis Augusto Rohde, Professor de Psiquiatria da

Infancia e Adolescéncia da UFRGS, responsavel pelo estudo, pelos telefones (051) 3316-8294.

Qual o objetivo desta pesquisa?

O objetivo do nosso estudo é conhecer um pouco mais sobre algumas das causas do
transtorno de déficit de atencédo e hiperatividade (TDAH). Pretendemos esclarecer a possivel
contribuigdo genética no TDAH e na resposta do transtorno ao tratamento farmacolégico. Para este

fim, as criangas e os pais vao ser avaliados através de uma analise de DNA.

Como é feita esta analise do DNA?

Sera coletada de cada individuo uma amostra de 5rnl de sangue, através de pungao
venosa, usando-se agulhas e seringas descartaveis. Esta coleta sera feita por um individuo
treinado. De cada amostra de sangue sera extraido o DNA, em laboratério. Com o DNA teremos
acesso a informagao genética que pode estar relacionada com a doenga, conforme explicado no
item anterior. As amostras sdo identificadas por numeros, diferentes daqueles utilizados pelo
Hospital. A quantidade de sangue coletada sera suficiente para se extrair o DNA necessario ao
estudo, que serd completamente utilizado durante o mesmo. Apds a investigacdo, o DNA nao

ficara armazenado, sendo desprezadas possiveis sobras deste material.

Quais os riscos em participar?
Podera haver a formagao de um pequeno hematoma local em fungao da coleta de sangue.
Além deste, ndo ha qualquer outro risco, nem para o paciente, nem para os pais, em participar

deste projeto.
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O que a familia ganha com este estudo?

Este estudo podera trazer varios beneficios, mesmo que a longo prazo. Com a analise do
DNA, poderemos saber se diferentes genes atuam como fatores causadores da doenga, e se estes
genes atuam diferentemente em cada caso, como estamos supondo. Tendo-se observado isto,
poderemos determinar com mais precisao que mecanismos biolégicos estao envolvidos, e quais os
medicamentos mais adequados, o que facilitara a escolha do tratamento, e o tornara mais
eficiente. Além disso, havendo determinantes genéticos, estes poderdao ser observados
precocemente, o que contribuira para estratégias de prevengao. Por fim, a sua participagao ajudara
no desenvolvimento de novos conhecimentos, que poderdo eventualmente beneficiar vocés e

outras pessoas que tenham o mesmo problema.

Quais séo os seus direitos?

Os seus registros médicos serdo sempre tratados confidencialmente. Os resultados deste
estudo poderao ser usados para fins cientificos, mas vocés nao serao identificados por nomes.
Sua participagao no estudo € voluntaria, de forma que, caso vocés decidam nao participar,

isto ndo afetara o tratamento normal a que a crianga tem direito.
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FORMULARIO DE CONSENTIMENTO PARA PACIENTES

ACORDO EM PARTICIPAR DE UM ESTUDO EM GENETICA

Numero do estudo: Cdéd de Ident do Individuo:
Nome do Individuo:

Data de Nascimento: / /

Nome do Pai:

Nome da Méae:

Médico Supervisor:

Assinatura do Paciente:

Assinatura do Pai:

Assinatura da Mae:

Assinatura do Médico Supervisor:

Data: [/ /



