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"O velho ideal cientifico da episteme - do conhecimento
absolutamente certo, demonstravel - provou ser um idolo. A
existéncia da objetividade cientifica torna inevitavel que todo
enunciado cientifico permaneca provisorio para sempre, em
ciéncia a interrogacdao feita a natureza nao cessa: problemas

NOVOS surgem cujas respostas se renovam enguanto problemas".

Karl Popper
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RESUMO

Introducéo

O Transtorno de Déficit de Atengao/Hiperatividade (TDAH) esta associado a um
impacto negativo em diversas esferas da vida dos individuos afetados e de suas
familias. Os prejuizos causados por este transtorno sdo minimizados de forma
significativa pelo tratamento medicamentoso, principalmente pelo uso do
metilfenidato (MFD), cujo mecanismo de agcdo ndao € completamente conhecido.
Estudos pré-clinicos tém apontado para o sistema noradrenérgico como um dos
principais alvos da acdo do MFD. Ha um numero reduzido de estudos que
avaliaram a associagdo de genes do sistema noradrenérgico a melhora dos
sintomas do TDAH e a ocorréncia de efeitos adversos com o tratamento com

MFD.

Objetivos

O presente estudo tem por objetivo avaliar a associagdo de polimorfismos
localizados nos genes para o receptor adrenérgico a2A (ADRA2A), para a enzima
dopamina-B-hidroxilase (DBH) e para o transportador de noradrenalina (NET1) e a
resposta clinica (em termos de melhora sintomatolégica, melhora do
funcionamento global e ocorréncia de efeitos adversos) ao tratamento com MFD

em criangas e adolescentes com TDAH.

Métodos
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Criangas e adolescentes diagnosticados com TDAH foram tratados com MFD e
reavaliados no 1° e no 3° més de uso da medicag&o. Nos trés momentos, os pais
relataram a ocorréncia de sintomas de desatencao, hiperatividade-impulsividade e
oposicao através da Escala Swanson, Nolan e Pelham - versao IV (SNAP-1V) e de
efeitos colaterais a medicacéo através da Escala de Efeitos Adversos de Barkley
(SERS). O médico assistente avaliou o funcionamento global da crianga através
da Escala de Avaliagdo Global de Criangcas (CGAS). Foram avaliados os
polimorfismos ADRA2A Mspl, DBH Taqgl e Hhal e NET1 Bsll. Suas associagdes
as medidas clinicas descritas foram analisadas através do método da analise de
varidncia (ANOVA) para medidas repetidas ou através do modelo de efeitos
mistos. Foi avaliada ainda a associacéo da interagao entre os polimorfismos DBH

Tagl, DBH Hhal e NET1 Bsll e a redugao dos sintomas através da ANOVA.

Resultados

Foram incluidos nas analises 106 individuos. Foi detectado um efeito significativo
da interagao entre a presenca do alelo G no polimosfismo ADRA2A Mspl e o
tratamento com MFD ao longo do tempo sobre os sintomas de desatengao apés 1
més (n=106; F1 104 =8.51; P=0.004) e 3 meses (n=106; F; 195 =4.30; P=0.015) de
tratamento. Nao houve associagcdo entre este polimorfismo e os demais
desfechos avaliados. Paradoxalmente, individuos homozigotos para o alelo A2 no
polimorfismo DBH Taql apresentaram menor redugdo dos sintomas de
hiperatividade-impulsividade ap6és 1 més (n=83; F=7.13; P=0.009) e maior
redugdo destes sintomas apos 3 meses (n=80; F=3.01; P=0.05) de tratamento

com MFD do que individuos sem este gendtipo. Nao houve associagéo entre este
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polimorfismo e os demais desfechos avaliados. Nao foram detectadas
associagoes significativas dos polimorfismos DBH Hhal e NET1 Bsll e melhora de
sintomas, melhora do funcionamento global ou ocorréncia de efeitos adversos
durante o tratamento com MFD (P>0.05). N&o foi demonstrado efeito da interagao
entre os polimorfismos avaliados sobre a resposta ao tratamento com MFD

(P>0.05).

Concluséao

Este estudo demonstrou de forma consistente a participacdo do polimorfismo
Mspl do gene ADRAZ2A na reducédo de sintomas de desatengdo com o tratamento
com MFD durante o periodo de acompanhamento. As evidéncias clinicas
encontradas corroboram dados bioquimicos, neurobioldégicos e farmacolégicos
existentes e indicam a necessidade de mais estudos sobre a participagcdo do
sistema noradrenérgico no mecanismo de agao do MFD. Esforgos conjuntos entre
os diversos grupos de pesquisa devem ser postos em pratica para que novas

metodologias possam ser empregadas no tratamento do TDAH.

Palavras-chave: transtorno de déficit de atencao/hiperatividade, TDAH,

metilfenidato, estimulantes, farmacogenética, farmacogenémica.
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ABSTRACT

Introduction

Attention-Deficit Hyperactivity Disorder (ADHD) is associated with negative
outcomes on several domains of affected individuals and their families’ lives.
Impairment is relieved by psychopharmacological treatment, mainly by
methylphenidate (MPH), a medication with a mechanism of action not completely
understood. Pre-clinical studies showed that noradrenergic system is an important
target of MPH action. Few studies have assessed the effect of noradrenergic

genes on improvement of symptoms and adverse events during MPH treatment.

Objectives

The aim of this study was to evaluate the association between polymorphisms
located at adrenergic a2A receptor gene (ADRA2A), dopamine-B-hydroxylase
gene (DBH), and norepinephrine transporter gene (NET1) and clinical response (in
terms of improvement of symptoms, improvement of global functioning, and
occurrence of adverse effects) to MPH treatment in children and adolescents with

ADHD.

Methods

Children and adolescents with diagnosis of ADHD were treated with MPH and re-
evaluated after 30 and 90 days of its use. At baseline, first and third month of
treatment, parents reported ADHD symptoms according to Swanson, Nolan, and

Pelham scale - version IV (SNAP-IV) and adverse events according to Barkley's



17

Side Effects Rating Scale (SERS). Child and Adolescent Psychiatrists evaluated
patients’ global functioning according to Children’s Global Assessment Scale
(CGAS). ADRA2A Mspl, DBH Tagl and Hhal, and NET1 Bsll polymorphisms were
assessed and their association with clinical outcomes above described was
analysed by ANOVA for repeated measures and mixed-effects model. We
investigated the effects of gene-to-gene interaction between DBH Tagql, DBH Hhal,
and NET1 Bsll polymorphisms on A scores (pre-treatment score - post-treatment

score) of the SNAP-|V total score using ANOVA.

Results

One hundred and six patients were included in analyses. It was detected a
significant effect of the interaction between the presence of the G allele at
ADRA2A Mspl polymorphism and treatment with MPH over time on inattentive
scores was after 1 month (n=106; F4 104 =8.51; P=0.004) and 3 months (n=106;
F219s =4.30; P=0.015) of treatment. There was no association between this
polymorphism and others evaluated outcomes. Paradoxically, children and
adolescents homozygous for A2 allele in DBH Tagl polymorphism achieved less
reduction of hyperactive-impulsive symptoms after 1 month (n=83; F=7.13;
P=0.009) and greater reduction of these symptoms after 3 months (n=80; F=3.01;
P=0.05) of treatment with MPH than subjects without this genotype. There was no
association between this polymorphism and others evaluated outcomes. There
was no association between DBH Hhal and NET1 Bsll polymorphisms and

improvement of symptoms, improvement of global functioning, and occurrence of
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adverse effects during treatment with MPH (P>0.05). There was no interaction

between evaluated polymorphisms and response to MPH treatment (P>0.05).

Conclusion

This study demonstrated consistently the participation of ADRA2A Mspl
polymorphism on improvement of inattentive symptoms with MPH treatment during
the trial period. This clinical data supports biochemical, neurobiological and
pharmacological data already published. Taken together, these evidences
indicates the urge for further studies on the involvement of noradrenergic system
on the mechanism of action of MPH. Multi-site collaborative efforts are needed so

modern approaches can be applied on ADHD treatment.

Key-words: attention-deficit hyperactivity disorder, ADHD, methylphenidate,

stimulants, pharmacogenetics, pharmacogenomics.
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1 INTRODUCAO

O Transtorno de Déficit de Atengao/Hiperatividade (TDAH) € um disturbio
mental caracterizado por sintomas de desatencao, hiperatividade e impulsividade
com inicio na infancia (1). Entre criangas em idade escolar, a sua prevaléncia é de
3 a 6% (2;3), sendo que mais de 60% dos individuos persistem com sintomas
durante a adolescéncia e a idade adulta (4). Uma revisao sistematica da literatura
documentou a presencga deste transtorno em todo o mundo, ocorrendo minima
participacado da localizagao geografica na variabilidade das estimativas da sua

prevaléncia (5).

A validade do TDAH como uma sindrome comportamental com substrato
neurobioldgico robusto € fortemente sugerida por inumeras investigacdes (6).
Estudos familiares apontam para a grande importancia de componentes genéticos

na etiologia deste transtorno [para revisao, veja Faraone et al. 2005 (7)].

O TDAH esta associado a um prejuizo significativo e persistente em
diversas esferas da vida dos individuos e a um alto custo para a sociedade (8-12).
O tratamento medicamentoso promove importante reducdo dos sintomas e dos
prejuizos associados, como melhora do desempenho escolar, da auto-estima e do
funcionamento familiar (13;14). As medicag¢des estimulantes s&o a primeira
escolha no tratamento deste transtorno, sendo utilizadas ha aproximadamente 60
anos com este propdsito (14). O metilfenidato (MFD) & o estimulante mais

utilizado e estudado em todo o mundo e o unico atualmente disponivel no Brasil.
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O seu mecanismo de acao nao é completamente entendido, ainda que inumeras
pesquisas tenham demonstrado que atua predominantemente sobre as vias

cerebrais dopaminérgica e noradrenérgica (15).

O TDAH caracteriza-se atualmente como uma das desordens meédicas mais
bem estudadas, com demonstrado impacto clinico e epidemiolégico, forte base
genética e neurobioldgica e terapéutica efetiva disponivel (8;14;16;17). Assim, a
identificagdo de genes relacionados a resposta clinica ao MFD constitui-se em um
avanco natural desta area do conhecimento, que permitira um maior entendimento
sobre este transtorno e podera proporcionar beneficios futuros inestimaveis aos

pacientes.
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2 BASE CONCEITUAL*

2.1 As bases neurobiolégicas do Transtorno de Déficit de Atencédo/

Hiperatividade

Nas ultimas décadas, aspectos neuroquimicos, neuropsicolégicos, da
anatomia estrutural e da anatomia funcional cerebral de individuos com TDAH
vém sendo progressivamente entendidos (6). Paralelamente, ha uma melhor
caracterizacdo dos mecanismos de acao das medicagdes utilizadas para o seu
tratamento. O acumulo destes conhecimentos contribui para o estudo e para o
desenvolvimento de novas medicagdes e de ferramentas ou testes diagndsticos

para o TDAH (6).

Os estudos de imagem estrutural cerebral avaliaram, predominantemente,
criancas e adolescentes com TDAH. Os resultados destes estudos, de uma forma
geral, sao coincidentes e indicam que o volume cerebral total de individuos com
TDAH, particularmente do hemisfério direito, € 3 a 5% menor do que de individuos
controles até os 19 anos de idade, assim como o cértex pré-frontal (CPF) (18-20).
Um corpo crescente de evidéncias sugere que, dentre as regides subcorticais, a
regido dos ganglios da base - estriato (formado pelo caudato e putamen) e globo
palido - desempenha um importante papel no TDAH (19). Castellanos et al. (18)
demonstraram que as diferengas significativas quanto ao volume do caudato entre

criangas com TDAH e controles diminuem ao longo do tempo, sendo esta regiao

Parte desta sesséo foi publicada como artigo de revisédo: Polanczyk G, Zeni C, Genro JP, Roman T, Hutz MH, Rohde LA.
Attention-deficit hyperactivity disorder: advancing on pharmacogenomics. Pharmacogenomics 2005;6(3):225-34] (ANEXO 1)
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cerebral a unica a apresentar uma "normalizacdo" do seu volume. A importancia
do cerebelo no desempenho de fungdes cognitivas e a existéncia de conexdes
desta regido com regides corticais envolvidas na patofisiologia do TDAH também

tém sido crescentemente reconhecidas (19-21).

Os estudos de anatomia funcional sdo consistentes com os achados
estruturais, apontando anormalidades de ativagdo cerebral em circuitos fronto-
subcorticais-cerebelares (22). Pacientes com TDAH apresentam redugéo do fluxo
sanguineo e do metabolismo na regidao do CPF, correspondendo a déficits
cognitivos (6). Esta regido € responsavel pelas fungdes executivas, que
compreendem a regulagdo da atengdo, o planejamento, a iniciacdo e o
monitoramento de agdes e o controle de impulsos (23). Tarefas que exigem a
integridade dessas fungdes sdo desempenhadas de forma deficitaria pelos
individuos com TDAH. Estudos neuropsicologicos demonstram que individuos
afetados por este transtorno s&o facilmente distraidos, apresentam pouca
capacidade para filtrar estimulos periféricos, dificuldade em manter a atencéo e
em organizar e planejar tarefas, pobre controle inibitério e hiperatividade motora

(6:23).

Além do sistema atencional anterior, formado pelo giro cingulado e por suas
conexbes com estruturas pré-frontais, ha um sistema posterior que também
desempenha uma fungao critica na regulacdo da atencéo, filtrando estimulos
secundarios. Este sistema envolve os coliculos superiores, o pulvinar do talamo e

o locus ceruleus, situado no tronco cerebral (24).
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Os circuitos implicados no TDAH sao particularmente ricos em catecolaminas
(6). O sistema dopaminérgico consiste de dois subsistemas ascendentes
primarios: o sistema nigroestriatal, que vai da substancia nigra ao estriato, e o
sistema mesocorticolimbico, que se origina na area tegmentar ventral e alcanga
estruturas limbicas (como o nucleo acumbens) e sitios corticais, incluindo o CPF.
Ja o sistema noradrenérgico possui projegdes que se originam principalmente do
locus ceruleus e disseminam-se para todo o cértex cerebral, sendo

particularmente densas no cértex frontal e no giro cingulado (Figura 1) (25).

O sistema dopaminérgico desempenha fungdes essenciais para a selegao,
iniciacdo e manutencdo de fungdes motoras, assim como regula fungdes
cognitivas; exerce, ainda, um papel crucial nos mecanismos de recompensa
cerebral, modulando a saliéncia de estimulos e a motivagao relacionada a eventos
(26). A hiperatividade motora foi associada com modelos animais
hipodopaminérgicos (27;28) e hiperdopaminérgicos (29;30), indicando que
alteracbes extremas poderiam produzir disfungdes cognitivas e comportamentais.
Assim, a hipdétese dopaminérgica inicial de que diferentes anormalidades neste
sistema (hipoatividade na regido cortical e hiperatividade no caudato) explicariam
os sintomas orientou um grande numero de estudos neurobioldégicos e genéticos,
que em muito ampliaram o conhecimento sobre o TDAH (31;32). No entanto, a
idéia do envolvimento de apenas um sistema neurotransmissor ndo parece ser

suficiente para explicar a complexa patofisiologia do TDAH (6;15;23;33).
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Figura 1. Interacdo dos sistemas catecolaminérgicos relacionados ao TDAH.

VTA: area tegmentar ventral; 5-HT: serotonina; LC: locus ceruleus; NE: norepinefrina; EPI:
epinefrina; IML: coluna celular intermediolateral; Ach: acetilcolina. Figura adaptada de Pliszka SR,
McCracken JT, Maas JW. Catecholamines in attention-deficit hyperactivity disorder: current
perspectives. J Am Acad Child Adolesc Psychiatry 1996; 35(3):264-272.
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Além da dopamina, a noradrenalina apresenta uma forte influéncia sobre as
fungdes do CPF (23). A noradrenalina atua principalmente através de receptores
a-2A, modulando a memoaria de trabalho e a inibigdo comportamental, assim como
filtrando estimulos ambientais irrelevantes, o que protege contra a distratibilidade
(23;34;35). Evidéncias de que medicagdes que agem especificamente sobre o
sistema noradrenérgico, como atomoxetina, guanfacina, clonidina e
antidepressivos triciclicos, sao eficazes na resolugcédo de sintomas de desatengao e
hiperatividade-impulsividade (14), tém fomentado a pesquisa sobre a participagao

deste sistema no mecanismo de agdo do MFD e na patofisiologia do TDAH.

2.2 O mecanismo de acdo do metilfenidato

O mecanismo de acdo do MFD, principal estimulante utilizado e unico
atualmente disponivel no Brasil, ainda ndo € completamente entendido, embora
existam evidéncias consistentes da sua agao sobre os sistemas dopaminérgico e

noradrenérgico (36;37).

O MFD parece facilitar a transmissao catecolaminérgica, com efeitos
positivos sobre o CPF (23). A sua agado mais estudada tem sido sobre o sistema
dopaminérgico através do bloqueio do transportador de dopamina (DAT). Este
transportador regula a concentragdao de dopamina na fenda sinaptica, que é
proporcional a magnitude e a duragao da transmissédo do impulso nervoso (38;39).
O bloqueio do DAT provoca o aumento dos niveis de dopamina (40-42),

amplificando o sinal que surge em resposta a transmissao nervosa (43). Estudos
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que compararam individuos com e sem TDAH quanto aos niveis de DAT tém
resultados controversos, indicando aumentos de 17% (44) e 70% (45) em
individuos com TDAH, semelhanga dos niveis de DAT (46) e reducéo de 18% em
individuos com TDAH (37). No entanto, mesmo parecendo n&o haver uma
uniformidade quanto aos niveis de DAT em individuos com TDAH quando
comparados aos controles, a baixa disponibilidade de DAT nestes individuos
parece estar relacionada a menor intensidade de efeitos positivos em resposta ao

MFD (47).

Os niveis de dopamina extracelular também sao regulados por diferencas
individuais na liberagdo de dopamina e por estimulos ambientais, que obedecem a
um sistema ténico-fasico de liberacéo (Figura 2). A liberagao fasica da dopamina &
aquela que ocorre em pico na fenda sinaptica, provavelmente relacionada aos
mecanismos de recompensa cerebral. A dopamina liberada desta forma é
rapidamente removida deste espaco através de um sistema de recaptacao de alta
capacidade, impedindo que se difunda para o espaco extracelular. Em contraste,
quando a dopamina € tonicamente ativada por estimulos excitatorios (através de
disparos sustentados dos neurbnios dopaminérgicos ou através de estimulagéo
pré-sinaptica destes terminais pelo glutamato), é liberada de tal forma que passa
da fenda sinaptica para o espaco extracelular em pequenas concentragbes que
variam muito pouco ao longo do tempo. Estas concentragdes de dopamina sao

capazes de alcangar auto-receptores nos seus terminais, que sao altamente
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Figura 2. O sistema tdnico-fasico de liberacdo da dopamina.

Figura superior. A liberagdo fasica é definida como a liberagdo em grande quantidade de
dopamina (circulos) na fenda sinaptica secundaria a um potencial de agédo disparado pelo neurdnio
dopaminérgico, capaz de estimular os receptores pds-sinapticos (triangulos). A dopamina é entao
rapidamente removida da fenda pelo seu transportador (DAT) (flechas grandes), antes que passe
para o espago extracelular. Figura central. A liberagdo ténica de dopamina é definida como a
dopamina presente no espago extracelular originada através da estimulagao de receptores pré-
sinapticos do terminal dopaminérgico (B) pelo glutamato (A, quadrados), causando uma liberagéo
da dopamina pelo terminal sinaptico (C). Uma pequena proporgéo de dopamina tdnica é originada
do alto fluxo de dopamina da fenda sinaptica (D). A concentragdo de dopamina extra-sinaptica (E),
derivada destas fontes, € mantida baixa por diversas fontes regulatérias. Figura inferior. O nivel
de dopamina tbnica no espaco extra-sinaptico (A) € suficiente apenas para ativar auto-receptores
dopaminérgicos que regulam a sintese e a liberacdo deste neurotransmissor (B), localizados no
terminal dopaminérgico. Como consequiéncia, ha uma inibigdo da liberagao fasica de dopamina na
fenda sinaptica (C). Figura adaptada de Grace A. The tonic/phasic model of dopamine system
regulation and its implications for understanding alcohol and psychostimulant craving. Addiction
2000; 95 Suppl 2:5119-S128.
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sensiveis e que regulam a sua liberagao fasica, inibindo-a (48). Este sistema
parece relacionar-se a variabilidade entre os individuos quanto a taxas de
aumento de dopamina extracelular com niveis similares de bloqueio do DAT (40).
Assim, o MFD induziria menores alteragdes sobre o sistema dopaminérgico em
sujeitos com menor atividade sustentada (tdbnus) deste sistema, o que poderia ser
uma explicacado para diferencas de resposta clinica a esta medicacao entre os

individuos (48;49).

O conhecimento do importante papel da dopamina na atribuicdo de saliéncia
a estimulos e na motivagcédo para a realizacdo de tarefas parece ser fundamental
para o entendimento do mecanismo de acédo do MFD no TDAH. O aumento de
dopamina extracelular relacionado ao MFD parece ser dependente do contexto em
que a medicagao é utilizada (43). Foi demonstrado que o MFD associado a uma
tarefa saliente aumentou significativamente os niveis de dopamina extracelular, o
que nao ocorreu quando foi associado a uma tarefa neutra ou quando a tarefa
saliente foi associada a placebo (50). A medicacdo aumentou de forma
significativa a percepgédo das tarefas como interessantes, excitantes e menos
tediosas (50). O incremento dos niveis de dopamina causado pelo MFD quando
associado a realizacdo de uma atividade interessante parece provocar um
aumento da saliéncia desta, motivando o individuo a engajar-se na sua realizagao,

o que melhora os niveis de atenc&o e o desempenho (43).

Evidéncias indicam que a fungdo dopaminérgica frontal € modulada tanto

pela manipulacdo deste sistema como pela manipulacdo do sistema
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noradrenérgico. Pequenas doses sistémicas de MFD aumentam niveis de
dopamina e noradrenalina no CPF de ratos (51). Uma vez que ha relativamente
baixos niveis de DAT no CPF, é provavel que o aumento destes
neurotransmissores ocorra através do bloqueio de proteinas transportadoras de
noradrenalina (52). Estas proteinas captam quantidades excessivas de dopamina
extracelular e a estimulagado de receptores adrenérgicos a2A provoca a liberagao
de dopamina extracelular (53-55). Os receptores adrenérgicos a2A mediam os
efeitos excitatorios do MFD em modelos animais (56). Sua agao positiva sobre a
execugao de tarefas relacionadas a fungdes do CPF é bloqueada pela co-
administracdo de antagonistas de receptores dopaminérgicos D1 e, mais

consistentemente, de antagonistas de receptores adrenérgicos a2A (57).

Este corpo de estudos vem corroborando o envolvimento do sistema
noradrenérgico, particularmente de receptores adrenérgicos a2A, na agao positiva
do MFD sobre os sintomas de desatencdo e hiperatividade-impulsividade em
sujeitos com TDAH, ainda que n&o existam evidéncias clinicas em humanos nesta

direcao.

2.3 A farmacogenética do Transtorno de Déficit de Atencdo/ Hiperatividade

A farmacogenética € o estudo da relagcdo entre fatores hereditarios e a
variabilidade na resposta e nos efeitos adversos a um agente farmacologico entre
diferentes individuos (58). Assim, tem o potencial de identificar, antes do inicio do

tratamento medicamentoso, pacientes que ndo responderiam a medicagao
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proposta, que teriam uma resposta parcial, que necessitariam de uma dose
elevada para atingir o efeito desejado, que seriam suscetiveis a determinados

efeitos adversos ou que teriam melhor resposta com outra medicagéo.

Deve-se considerar que aproximadamente 30% das criangas inicialmente
tratadas com MFD n&o apresentam resposta positiva (59;60). Além disso, os
efeitos adversos a essa medicacdo, principalmente insénia e diminuicdo do
apetite, surgem de forma variada entre os individuos e muitas vezes limitam o seu
uso, obrigando o clinico a substitui-la por uma droga de segunda linha (60). Ha
poucos estudos acerca da farmacogenética do TDAH, ainda que seja esta uma
importante area do conhecimento em desenvolvimento. Os estudos realizados se
concentraram principalmente em genes com demonstrada participagdo na
suscetibilidade para o TDAH, ainda que ndo necessariamente implicados no
mecanismo de agado das drogas eficazes para o seu tratamento. Assim, genes
para proteinas e receptores importantes para a acdo do MFD s&o potencialmente

interessantes do ponto de vista farmacogenético.

2.4 Estudos envolvendo genes do sistema dopaminérgico

Os genes para o receptor dopaminérgico D4 (DRD4) e para o transportador
de dopamina (DAT1) sdo os mais estudados, principalmente polimorfismos de
numero variavel de repeticbes em tandem (VNTR). No gene DRD4, o VNTR é
uma sequiéncia com 48 pares de base (pb) no terceiro éxon, que pode se repetir

de duas a onze vezes. Este polimorfismo apresenta uma variabilidade étnica
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consideravel, sendo os alelos de duas, quatro e sete repeticdes os mais comuns
nas diferentes populacbes. Uma recente meta-andlise mostrou um efeito

significativo do alelo de sete repeticdes no locus referido deste gene (61).

O principal polimorfismo do DAT1 também € um VNTR com repeticdes com
40 pb na regido 3'. Dez diferentes alelos podem ser encontrados, que variam de
trés a treze repeticbes. O alelo com dez repeticbes € o mais freqlientemente
encontrado em todo o mundo, sendo considerado o alelo de risco deste gene para

o TDAH [para revisao, veja Roman et al. (62)].

Em relagdo aos estudos de farmacogenética envolvendo o DAT1, Winsberg
e Comings (63) foram os pioneiros ao verificar a associagdo entre a homozigose
para o alelo de dez repeticbes do DATL1 e pior resposta ao MFD em trinta criancas
afro-americanas com TDAH. Potenciais fatores de confusdo entre os dois grupos
de pacientes (com e sem homozigose para o alelo de dez repetigbes) ndo foram
avaliados e a resposta a medicagao foi definida de forma dicotdmica (diminuicao
dos sintomas de TDAH em 50% ou mais), o que torna estes achados suscetiveis a

viéses nao identificados.

O achado de Winsberg e Comings (63) foi replicado em uma amostra de
cinquenta meninos brasileiros (64). Em um estudo naturalistico cego de criangas
com TDAH tratadas com MFD, foi avaliada a associagdo entre a resposta a
medicagao e o gendtipo no referido polimorfismo do DAT1. Enquanto 75% (15/20)

dos pacientes sem o gendtipo 10/10 demonstraram uma melhora de pelo menos
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50% nos sintomas cardinais do transtorno, apenas 47% (14/30) daquelas com o
gendtipo 10/10 alcangaram o mesmo nivel de melhora com o0 uso desta
medicacao (P=0.04, uni-caudal). Além disso, o grupo de pacientes sem este
genotipo apresentou uma melhora significativamente maior no funcionamento
global do que o outro grupo (P<0.01, uni-caudal). Nao houve diferenga entre os
grupos em relagdo a idade, etnia, nivel educacional, nivel de inteligéncia,

sintomatologia basal do TDAH, comorbidades, doses inicias e finais de MFD (64).

Embora os resultados sejam interessantes, tais estudos devem ser
entendidos em um contexto mais amplo. Recentemente, diferentes grupos
relataram achados diversos quando avaliaram o efeito do DAT1 na resposta ao
MFD em criangas com TDAH. Em uma amostra de 102 pacientes holandeses
tratados com MFD, nao foi encontrada associacédo entre a presenca do alelo de
dez repeticdes e a resposta a esta medicagdo (J.K. Buitelaar, comunicagao
pessoal). Além disso, Hamarman et al. (65) demonstraram que sujeitos com TDAH
homozigotos para o alelo de dez repeticdes no DAT1 (n=15) e sujeitos com uma
ou nenhuma copia do alelo de dez repeticbes (n=30) necessitaram de doses de
MFD similares para a normalizagdo dos sintomas (39 mg versus 38 mg,

respectivamente; P=0.62).

Kirley et al. (66) encontraram uma associagéo significativa entre o alelo de
dez repeticbes e melhor resposta ao MFD em uma amostra de 119 criangas
ilandesas com TDAH (x?=7.92; df=1; P=0.005). Stein et al. (67) evidenciaram uma

associagao entre pior resposta ao MFD e homozigose para o alelo de nove
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repeticbes no DAT1 em uma amostra de 43 criangcas norte-americanas com

TDAH.

Mais recentemente, Lott et al. (68) conduziram um ensaio clinico
randomizado, duplo-cego, com crossover com placebo e duas doses orais de d-
amphetamina buscando avaliar os efeitos subjetivos da anfetamina através de
medidas auto-respondidas em 96 voluntarios normais. Em sujeitos com genaétipo
9/9 e 10/10, a anfetamina esteve associada a aumento de ansiedade, euforia e
sensacao de "estar drogado”, como esperado (P<0.01). Entretanto, sujeitos com
genotipo 9/9 (n=8) apresentaram, quando utilizaram anfetamina, efeitos subjetivos
indistinguiveis daqueles apresentados durante o uso de placebo. Estes achados
vao ao encontro daqueles relatados por Stein et al. (67) que apontam para a
associagao entre a homozigose para o alelo de nove repetigdes e pior resposta ao

MFD.

Em relacédo aos estudos de farmacogenética envolvendo o DRD4, Tahir et al.
(69) apresentaram uma evidéncia indireta da associacdo entre o alelo de sete
repeticbes no DRD4 e resposta ao MFD em pacientes com TDAH. Em uma
amostra de 111 criancas turcas, a associagao entre o alelo de sete repeticées e o
TDAH foi mais robusta em sujeitos considerados respondedores para a
medicacao. Achados similares foram detectados para o gene para o receptor
dopaminérgico D5 (DRD5). Contudo, € importante ressaltar que neste estudo nao
houve controle para potenciais variaveis de confusdo, o que torna dificil a

interpretacao desses achados.
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Hamarman et al. (70) evidenciaram, em uma amostra de 45 criangas com
TDAH, que aquelas com o alelo de sete repeticbes no DRD4 nao obtiveram a
mesma normalizagado dos sintomas com doses de 50 mg/dia do que aquelas sem
o alelo de sete repeticdes e que necessitaram 1.5 vezes maior dose de MFD para
alcangar melhora dos sintomas (P=0.002 e P<0.001, respectivamente). Todavia,
Winsberg e Comings (63) ndo encontraram associagao entre a presenga do alelo
de sete repeticdes no DRD4 e a resposta ao MFD em 30 criancas afro-americanas

com TDAH.

2.5 Estudos envolvendo genes do sistema noradrenérgico

Achados recentes indicam a participacdo de genes do sistema
noradrenérgico, como 0 gene para a enzima dopamina-f-hidroxilase (DBH) e para

o receptor adrenérgico a2A (ADRA2A), na etiologia do TDAH (71-73).

No gene DBH, o polimorfismo mais estudado é o de sitio de restricao (RSP)
Taqgl no intron 5, gerado pela transicdo T — C. No ADRA2A, um RSP na regido
promotora do gene, originado por uma transversao C — G na posigao — 1291 foi
avaliada por Roman et al. (73), que encontrou uma associagéo significativa entre
este polimorfismo e a gravidade dos sintomas de desatengao. Recentemente, este
achado foi replicado pelos mesmos pesquisadores em outra amostra de criancas e
adolescentes provenientes da mesma populacao (74). Na investigacao de Park et
al. (72), além do polimorfismo mencionado, dois outros foram avaliados: Hhal na

regiao 5’UTR e Dral na regido 3’UTR do gene ADRA2A, com achados positivos,
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Hamarman et al. (65) evidenciaram a auséncia de efeito do polimorfismo
Tagl no intron 5 do DBH nas doses de MFD necessarias para normalizar os
sintomas de TDAH (A2-Tagl presente: n=39; dose=39 mg/dia versus A1-Taql

ausente: n =6; dose =39 mg/dia; P=0.97).

O transportador de noradrenalina (NET) é uma proteina envolvida na
recaptacao da noradrenalina e que, dada a sua ag¢ao sobre a memdria, atencéo e
aprendizado, esta implicada no TDAH (34). A atomoxetina, uma medicacgéao eficaz
no tratamento deste transtorno (75-77), € um inibidor altamente especifico do
NET, com minima afinidade para outros receptores ou transportadores (78), o que
torna o gene para o transportador de noradrenalina (NET1) um possivel gene de

suscetibilidade para este transtorno e de interesse para a farmacogenémica.

Barr et al. (79) avaliaram trés polimorfismos de nucleotideo unico (SNPs)
(localizados no éxon 9, intron 9 e intron 13) em uma amostra de 122 familias com
TDAH, nao tendo encontrado evidéncias de associagdo dos polimorfismos
estudados e o TDAH. McEvoy et al. (80) avaliaram dois SNPs localizados no
intron 7 e no intron 9 em familias irlandeses, ndo encontrando, também,
evidéncias de associagdo com o TDAH. De Luca et al. (81) avaliaram um diferente
SNP no intron 9 em 128 familias nucleares, com achados negativos. Xu et al. (82)
nao encontraram evidéncias de associacao entre 21 SNPs presentes no NET1 e o
diagnéstico de TDAH do tipo combinado. Porém, indicaram uma tendéncia de
associagao entre trés polimorfismos localizados nos introns 8, 10 e 15 e presenca

de TDAH, que nao foi significativa apos o ajuste estatistico para o numero de
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marcadores analisados. Bobb et al. (83) avaliaram 20 polimorfismos em 12
diferentes genes e a sua associagdo com TDAH. Os dois polimorfismos avaliados
no NET1, localizados nos introns 8 e 10, foram aqueles que apresentaram uma
tendéncia estatistica a associagdo descrita por Xu et al. (82). Bobb et al. (83)
demonstraram transmisséo preferencial do alelo C do polimorfismo rs998424 e do
alelo T do polimorfismo rs3785157 nos probandos com TDAH, indicando a
associacao entre este gene e o TDAH. O numero reduzido de estudos realizados
avaliando o NET1 e os resultados encontrados indicam a necessidade de

replicacdes dos achados.

O unico estudo publicado até o momento que avaliou a associagao entre um
polimorfismo no NET1 e resposta ao MFD em criangas e adolescentes com TDAH
foi realizado na China. Yang et al. (84) avaliaram uma amostra de 45 criangas
tratadas com MFD em doses de 0.45-0.60 mg/kg/dia. Os autores encontraram
uma associagao significativa entre o gendtipo G1287A de um polimorfismo
localizado no éxon 9 do NET1 e resposta ao MFD no escores para os sintomas de
hiperatividade-impulsividade. Sujeitos com os gendtipos G/G e G/A apresentaram
maior redugdo destes sintomas (7.15 + 4.25 e 6.94 + 5.60) do que sujeitos com

genotipo A/A (2.13 £ 4.29) (P=0.01).

2.6 Estudos de interacdo génica e varreduras gendmicas

Uma vez que o TDAH é um disturbio mental complexo, no qual inumeros

genes desempenham pequeno efeito (7), e que o MFD parece atuar sobre
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diferentes areas e sistemas cerebrais (15), os estudos de interagdo entre genes
tém potencialmente maior poder para identificar polimorfismos relacionados a
resposta ao MFD. Seeger et al. (85) relataram que pacientes com transtorno
hipercinético que apresentavam o alelo de sete repeticdes no DRD4 e homozigose
para o alelo longo (L, inser¢cdo de uma sequéncia de 44 pb na regido promotora)
do gene para o transportador de serotonina (5-HTT) mostraram menores escores

no funcionamento global apés tratamento com MFD.

Recentemente, Van der Meulen et al. (42) relataram o primeiro estudo de
locos de caracteres quantitativos (QTL) no TDAH. Estes autores testaram a
hipotese de ligagéo investigando 400 marcadores com uma distancia média de 10
centiMorgan (cM) em pares de irmaos holandeses, visando a resposta ao MFD. A
analise com Genehunter mostrou um escore Z=2.6 no cromossomo 7,
correspondendo a um LOD-score=2.63 em uma analise tradicional de Haseman-
Elston. Picos adicionais com escores Z iguais a 2.74, 2.61 e 2.37 foram
encontrados nos cromossomos 3, 5 e 9, respectivamente. Como indicaram os
autores, devido ao pequeno tamanho amostral, mais estudos sao necessarios
para demonstrar ligagdo com as regides de maiores picos, ja que o limiar para
significancia nestes estudos €, em geral, definido como um escore Z=4.1 € um

LOD-score=3.6.

2.7 Estudos envolvendo técnicas de neuroimagem, polimorfismos genéticos

e resposta a medicacéao
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Devido a grande variabilidade fenotipica do TDAH, a identificagdo de
endofendtipos tem um valor expressivo para o aumento da acuracia diagnéstica.
Estudos de neuroimagem tém o potencial para facilitar a identificagdo destes
marcadores (6). Neste sentido, estudos preliminares avaliaram a farmacogenética

do TDAH e métodos eletroencefalograficos e de neuroimagem.

Em um estudo piloto naturalistico, Rohde et al. (86) avaliaram meninos com
TDAH que nunca haviam sido medicados com MFD e que apresentaram resposta
moderada ou importante ao tratamento com esta medicacio. Foi evidenciado um
maior fluxo sanguineo cerebral regional (rCBF) nas areas fronto-medial e de
ganglios da base em criangas homozigotas para o alelo de dez repeticbes do
DAT1 do que em criangas ndo homozigotas apos quatro dias de tratamento com
MFD (para ambas areas: P=0.02). Além disso, foi detectada uma tendéncia de
maior rCBF nas areas frontais esquerda e direita em criangas com o genotipo

10/10 do que em criangas sem este gendtipo (para ambas areas: P=0.08).

Recentemente, Cheon et al. (87) conduziram um protocolo sofisticado no
qual utilizaram a tomografia computadorizada por emissao de féton unico (SPECT)
para avaliar a densidade do DAT, a homozigose para o alelo de dez repeti¢des do
DAT1 e a resposta ao MFD em onze criangas coreanas com TDAH tipo
combinado. Todos os sujeitos apresentavam apenas TDAH, nunca haviam
utilizado MFD e foram tratados com esta medicagcdo antes da realizacdo do
SPECT por aproximadamente oito semanas, com doses de até 0.7 mg/kg/dia. Os

individuos com gendtipo 10/10 (n=7) apresentaram um aumento significativamente
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maior na densidade do DAT nos ganglios da base do que aqueles sem este
genotipo (n=4) (P<0.01). Além disso, enquanto apenas 28.6% (2/7) das criangas
homozigotas para o alelo de dez repeticdes apresentaram boa resposta (definida
pelos autores como reducao de 50% na sintomatologia em relagédo a pontuacéo
basal) ao tratamento com MFD, 100% (4/4) das criangas sem o gendtipo 10/10
apresentaram boa resposta (P=0.06). Adicionalmente, as criangas com boa
resposta ao tratamento com MFD apresentaram densidade do DAT
significativamente menor em ganglios da base bilateralmente do que as criangas

que nao apresentaram tal nivel de resposta (P<0.05).

Os achados destes dois estudos vao ao encontro dos resultados de
Winsberg e Comings (63) e Roman et al. (64) mencionados anteriormente. Estes
dados, como grupo de evidéncias, parecem sugerir que, para doses similares de
MFD, sujeitos homozigotos para o alelo de dez repetigbes do DAT1 apresentam
menor reducao dos sintomas de desatencao e/ou hiperatividade-impulsividade do
que individuos com outros gendtipos. Considerando que a eficacia do MFD
ativo ou um aumento da densidade deste transportador na fenda sinaptica poderia
estar presente quando ha dez cépias desta sequéncia de 40 pb na regido 3'UTR
do lécus DAT1 (88). Esta hipotese é consistente com os estudos de Mill et al. (89),
Fuke et al. (90) e Heinz et al. (91), que sugerem o aumento da expressdo do DAT1
ou da densidade do DAT na presenga da homozigose para o alelo de dez
repeticbes. Se esta hipbtese é veridica, mais transportador de dopamina (ou um

transportador mais ativo) estaria disponivel em individuos 10/10 do que em
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individuos sem este gendtipo apos o tratamento com doses similares de MFD, um
excesso que seria capaz de recaptar a dopamina extracelular. Em outras palavras,
menor quantidade de dopamina estaria disponivel na fenda sinaptica quando um
aumento de densidade do transportador ou um transportador mais ativo fosse
codificado. Uma vez que o efeito desejado do MFD inclui o aumento dos niveis
extracelulares de dopamina, a resposta a esta droga em individuos 10/10
dependeria de maior liberagdo dopaminérgica nas regides associadas com a
memoria de trabalho e com o comportamento inibitério (regido frontal e génglios
da base). Esta hipétese também estd de acordo com uma recente investigagcao
que sugere que diferencas na resposta individual ao MFD sao devidas, em parte,

a diferengas individuais na liberagdo de dopamina (92).

Loo et al. (93) também apresentaram evidéncias de que polimorfismos no
DAT1 estariam associados aos efeitos do MFD no cérebro. Enquanto que em
criangas com TDAH com gendtipos 9/9 ou 9/10 (n=10) ha aumento da fragcéo 6/
no eletroencefalograma (EEG) ativado pelo teste continuo de desempenho (CPT),
criangas com TDAH homozigotas para o alelo de dez repeticdes no DAT1 (n=17)
apresentaram um padrao oposto com tratamento com MFD (diminuigdo da fragcao
0/B). Estes achados sugerem que o polimorfismo no DAT1 media alteragcdes na
atividade cerebral relacionada ao MFD.

Uma area menos explorada em estudos de farmacogenética relaciona-se a
regulagdo da produgao e do turnover de neurotransmissores em areas de atuagao
das medicacbes ou préoximo a elas. Devido a inativacdo que exerce sobre as

catecolaminas, a catecol-O-metiltransferase (COMT) € uma importante enzima
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reguladora da neurotransmissdo dopaminérgica e noradrenérgica. Um
polimorfismo comum em humanos esta associado a uma variagao de duas a trés
vezes da atividade enzimatica da COMT, associando-se também a instabilidade
térmica. Este fendmeno ocorre devido a uma substituicdo G — A no cdédon 158 do
gene para a COMT (COMT), que resulta na substituicdo de uma valina por uma
metionina (94). Subsequentemente aos achados positivos sobre a associagéo
entre este polimorfismo funcional do COMT e o TDAH (95), inumeras outras
investigagdes falharam em replicar estes dados (96;97) Mattay et al. (98)
conduziram um estudo duplo-cego, com crossover (anfetamina e placebo), usando
ressonancia magnética funcional (fRM) para avaliar a fungao do cortex pré-frontal
em 25 voluntarios saudaveis genotipados para o polimorfismo no cédon 158 do
COMT (9 vallval, 10 val/met, e 6 met/met). A anfetamina aumentou a eficiéncia da
fungcdo do cortex pré-frontal, avaliada através da fRM durante uma tarefa que
envolvia a memoria de trabalho em individuos com alto nivel de atividade
enzimatica (com gendtipo vallval). Estes individuos, presumivelmente,
apresentavam niveis inferiores de dopamina sinaptica na regiao pré-frontal em
todos os niveis de dificuldade da tarefa. Em contraste, em sujeitos com baixa
atividade enzimatica (genotipo met/met), que tendem a apresentar uma fungcao
pré-frontal basal superior, a droga nao apresentou efeitos sobre a eficiéncia
cortical em tarefas leves a moderadas que envolviam a memdéria de trabalho.
Ainda, o uso da anfetamina causou deterioragcdo na eficiéncia cortical destes
individuos quando eles envolveram-se em tarefas que exigiam alta participagéo da
memoria de trabalho. Este achado vai ao encontro de um recente estudo que

sugere que o MFD aumenta a saliéncia de tarefas (50).
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Considerando a importancia do sistema noradrenérgico na patofisiologia do
TDAH e no mecanismo de agdo do MFD e o progressivo desenvolvimento da
farmacogenética, € de grande relevancia o estudo de genes deste sistema. No
entanto, fomos capazes de localizar apenas dois estudos que avaliaram o efeito
de genes do sistema noradrenérgico sobre a resposta ao tratamento com MFD.
Foram avaliados o NET1 (84) e o DBH (65) por estudos independentes e nenhum
estudo avaliou o ADRA2A. Além disso, nenhum estudo avaliou a associacao de
polimorfismos com a ocorréncia de efeitos adversos e ha escassas evidéncias
acerca da interacdo entre genes e resposta ao MFD. Desta forma, sao
necessarios esforcos no sentido de buscar preencher estas lacunas do

conhecimento.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo Principal

Avaliar a associacdo dos polimorfismos ADRA2A Mspl, DBH Taql, DBH

Hhal e NET1 Bsll e a melhora dos sintomas de desatencao, hiperatividade-

impulsividade em criancas e adolescentes com TDAH tratados com MFD.

4.2 Objetivos Secundarios

Avaliar a associacdo dos polimorfismos estudados e a melhora do

funcionamento global de criangas e adolescentes com TDAH tratados com MFD.

Avaliar a associacao dos polimorfismos estudados e a ocorréncia de efeitos

adversos em criangas e adolescentes com TDAH tratados com MFD.

Avaliar a associacao da interagado dos polimorfismos estudados e a melhora
dos sintomas de desatengdo, hiperatividade-impulsividade em criangas e

adolescentes com TDAH tratados com MFD.
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5 PROTECAO DOS DIREITOS HUMANOS

Foi realizado contato com os pais das criangas e adolescentes avaliados no
Programa de Déficit de Atencao/Hiperatividade (PRODAH), Hospital de Clinicas
de Porto Alegre, entre dezembro/2002 e maio/2004 que preencheram os critérios

de inclusao deste estudo.

Um médico pesquisador ndo envolvido no tratamento dos pacientes
explicou aos pais os objetivos do estudo e assegurou a auséncia de vinculagéo da
concordancia em participar deste a continuidade do tratamento. Foi solicitada

assinatura do termo de consentimento pos-informacéo (ANEXO 5).

Posteriormente, foi coletado 5ml de sangue venoso das criangas ou
adolescente. As amostras de sangue foram armazenadas de forma a assegurar
que a identificacdo de cada participante fosse possivel apenas para um

pesquisador independente.

Os resultados serdo apresentados em um encontro com os pais.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre como adendo a uma linha de pesquisa intitulada “Estudo
do Transtorno de Déficit de Atencao e Hiperatividade — Suscetibilidade Genética e

Identificacdo de Genes Candidatos”, sob protocolo nimero 98201.
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6 ARTIGO 1

6.1 Versdo em Portugués

Associacdo do gene para o receptor adrenérgico a2A e melhora dos
sintomas de desatencdo com o tratamento com metilfenidato em criancgas

com Transtorno de Déficit de Atencao/Hiperatividade

Guilherme Polanczyk; Cristian Zeni; Julia P. Genro; Ana Paula Guimaraes; Tatiana

Roman; Mara H. Hutz; Luis Augusto Rohde

Contexto. Estudos pré-clinicos tém demonstrado a relevancia do receptor
adrenérgico a.2A sobre os processos atencionais e sobre o mecanismo de agao do
metilfenidato (MFD). InUmeras investigagdes sugerem que este gene desempenha
um papel na etiologia do Transtorno de Déficit de Atencao/Hiperatividade (TDAH),
especialmente sobre a desatencdo. Entretanto, a influéncia do gene para o
receptor adrenérgico a2A (ADRA2A) sobre a resposta ao MFD em humanos nao

foi investigada até o momento.

Objetivo. Avaliar a associagao do polimorfismo —1291 C>G do gene ADRA2A e

resposta clinica ao tratamento com MFD em criancas e adolescentes com TDAH.

Desenho. Foi realizado um estudo farmacogenético entre 2002 e 2004 com um

desenho quasi-experimental.
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Local de realizacdo. Programa de tratamento de TDAH em um hospital

universitario no Brasil.

Pacientes. Cento e seis pacientes consecutivamente diagnosticados com TDAH
foram genotipados para o polimorfismo ADRA2A -1291 C>G e incluidos nas

analises.

Intervencédo. Foi administrado MFD de curta agdo em doses crescentes até que
nao fosse detectada melhora adicional ou até que efeitos adversos limitantes

ocorressem.

Medidas de desfecho. A medida primaria de desfecho foi a sub-escala de
desatencao da Escala de Swanson, Nolan e Pelham - versao IV (SNAP-IV),
pontuada pelos pais. Medidas secundarias de desfecho foram a sub-escala de
hiperatividade da SNAP-IV e a Escala de Efeitos Colaterais de Barkley (SERS). As
escalas foram aplicadas por psiquiatras da infancia e adolescéncia cegos para o

gendtipo na avaliagdo inicial, em 1 e 3 meses de tratamento.

Resultados. Foi detectado um efeito significativo da interacédo entre a presenca do
alelo G e tratamento com MFD ao longo do tempo sobre os sintomas de
desatencdo durante os 3 meses de tratamento com MFD (n=106; F3 195 =4.30;

P=0.015).

Conclusfes. Documentamos a influéncia do alelo G no polimorfismo —1291 C>G
no ADRAZ2A sobre a melhora de sintomas de desatengdo com o tratamento com

MFD em criangas e adolescentes com TDAH. Este achado fornece uma evidéncia
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clinica do envolvimento do sistema noradrenérgico na modulagdo da agdo do

MFD.

Este estudo foi parcialmente financiado por verbas concedidas pelo Conselho
Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPq, Brasil) (Projeto
471761/03-6) Programa de Apoio a Nucleos de Exceléncia (PRONEX, Brasil) e

Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

Procedéncia dos autores: Programa de Déficit de Atencao/Hiperatividade
(PRODAH), Servigo de Psiquiatria da Infancia e Adolescéncia, Hospital de Clinicas
de Porto Alegre, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Brasil (Drs.
Polanczyk, Zeni e Rohde). Departamento de Genética, Universidade Federal do
Rio Grande do Sul, Brasil (Sras. Genro e Guimaraes e Dra. Hutz). Departamento
de Ciéncias Morfolégicas, Fundacao Faculdade Federal de Ciéncias Médicas de

Porto Alegre, Brasil (Dra. Roman).

Correspondéncia: Dr. Luis Augusto Rohde, Servigo de Psiquiatria da Infancia e

Adolescéncia, HCPA. Rua Ramiro Barcelos, 2350, Porto Alegre - RS, Brasil

Conflitos de interesse: O PRODAH recebe apoio de Bristol-Myers Squibb, Eli-Lilly,
Janssen-Cilag e Novartis. Dr. Luis Augusto Rohde confere palestras ou é consultor

das mesmas companhias.
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INTRODUCAO

O metilfenidato (MFD) tem sido utilizado no tratamento da desatencao, da
hiperatividade e da impulsividade ha mais de 50 anos." Individuos com Transtorno
de Déficit de Atencao/Hiperatividade (TDAH) apresentam beneficios clinicamente
significativos com o tratamento com MFD, refletidos por uma diminui¢gdo robusta
dos sintomas e por uma melhora da qualidade de vida.? Contudo, os seus
mecanismos de a¢do ndo sdo completamente entendidos.?

O efeito do MFD sobre as vias dopaminérgica e noradrenérgica resulta em
melhora das fungdes do cortex pré-frontal (CPF).*° A acdo mais estudada do MFD
€ o0 bloqueio de transportadores de dopamina (DAT), aumentando o niveis de
dopamina (DA) sinaptica e extra-celular e contribuindo para a transmissado do
impulso nervoso.> Aumentando os niveis de DA, o MFD parece incrementar a
saliéncia de eventos.® A acdo do MFD sobre o sistema noradrenérgico € muito
menos estudada. Foi demonstrado que a ativagcdo deste sistema melhora o
funcionamento do CPF em humanos e em animais.>>’ O MFD bloqueia
transportadores de noradrenalina® e, quando administrado em baixas doses por
via oral, apresenta maior efeito sobre a noradrenalina (NE) do que sobre a DA em
areas subcorticais.® O receptor adrenérgico a2A € um componente fundamental
do sistema noradrenérgico,” com um provavel papel no mecanismo de acdo do
MFD demonstrado por estudos com modelos animais.®'® Mais ainda, agonistas
dos receptores adrenérgico a2A, como a guanfacina e a clonidina, sédo eficazes no

tratamento do TDAH.™"
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O gene para o receptor adrenérgico a2A (ADRA2A) esta localizado no
cromossomo 10g24-26. Um polimorfismo de nucleotideo unico (SNP) C>G
localizado em —1291 (rs 1800544) cria um sitio para a endonuclease Mspl na
regido promotora do gene, identificado por Lario et al.' Seis entre oito estudos
que avaliaram a associacdo entre ADRA2A e TDAH sugeriram que este
polimorfismo desempenha um papel na suscetibilidade para este transtorno.'2°
Um papel especifico para o polimorfismo —1291 C>G ADRAZ2A na dimensao de
desatencdo foi demonstrado por inimeras destas investigacdes.'® 82

Estudos farmacogenéticos buscam identificar genes associados com
variagbes na eficacia e nos efeitos colaterais secundarios a um regime
medicamentoso.?"?? A maior parte dos estudos de farmacogenética do TDAH
focaram-se em genes potencialmente de suscetibilidade, principalmente do
sistema  dopaminérgico.> Apenas dois estudos avaliaram  genes

2425 mas nenhum deteve-se na influéncia do ADRA2A nos

noradrenérgicos,
desfechos associados ao tratamento com MFD.

O objetivo primario deste estudo foi avaliar a associagao entre o polimorfismo
-1291 C>G ADRA2A e a melhora clinica de sintomas de desatencdo com o
tratamento com MFD em criangas e adolescentes com TDAH. Em analises
secundarias exploratorias, foi avaliado o efeito deste polimorfismo sobre sintomas

de hiperatividade-impulsividade e ocorréncia de efeitos adversos com uso de

MFD.
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METODOS

Delineamento

Este € um estudo de farmacogenética com desenho quasi-experimental.

Sujeitos

Foram convidados a participar do estudo as criangas e os adolescentes
consecutivamente avaliados no Programa de Déficit de Atencgao/Hiperatividade
(PRODAH), Hospital de Clinicas de Porto Alegre, durante dois anos, que
retornaram para reavaliagéo pelo menos no 1° més de tratamento. Este estudo foi
aprovado pelo Comité de Etica do Hospital. Foi obtido consentimento por escrito
dos pais e concordancia verbal das criangas apos esclarecimentos.

Os critérios de inclusao foram: a) diagnostico de TDAH conforme os critérios
do DSM-IV;?*® b) idade entre 4 e 17 anos; c) etnia branca; d) auséncia de uso
prévio de MFD ao longo da vida; e) dose de MFD prescrita na avaliagao inicial =
0.3 mg/kg/dia. Sujeitos que preencheram todos critérios diagnosticos de acordo
com o DSM-IV exceto o critério do inicio do prejuizo (sintomas causando prejuizo
antes dos 7 anos de idade) foram incluidos, uma vez que pesquisas recentes nao

corroboram a validade deste critério.?”?8

Procedimentos diagndsticos e avaliagdes clinicas
Os procedimentos diagndsticos adotados pelo PRODAH ja foram
extensamente descritos.”® Brevemente, o diagndstico de TDAH e das

comorbidades foi estabelecido apds um processo com trés estagios: 1) entrevista
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clinica semi-estruturada (Schedule for Affective Disorders and Schizophrenia for
School-Age Children - Epidemiologic version [K-SADS-E]), 2) discussao
diagnostica em um comité clinico, 3) avaliagdo clinica. Caso houvesse desacordo
entre as avaliagOes, era conferida prioridade para os diagndsticos derivados da
avaliagdo clinica.’® As avaliacdes clinicas foram realizadas por psiquiatras da
infancia e adolescéncia no momento inicial, em 30 e 90 dias de tratamento com
MFD.

Baseados em investigagdes prévias na nossa populagao que mostraram uma

1518 selecionamos a sub-

associacao entre ADRA2A e escores de desatencao,
escala de desatengéo da Escala de Swanson, Nolan e Pelham - verséo IV (SNAP-
IVV) como desfecho primario. A escala SNAP-IV é uma revisdo do Questionario de
Swanson, Nolan e Pelham (SNAP).*® Os itens da SNAP-IV s&o pontuados de 0 a
3. Esta escala tém sido freqlientemente utilizada em investigagdes sobre o TDAH,
inclusive aquelas desenhadas para avaliar intervencdes clinicas.®® A consisténcia
interna da SNAP-IV varia de boa a excelente.®' Em um estudo prévio, obtemos um
coeficiente alfa de Cronbach = 0.74 para a escala completa (26 itens) em uma
amostra independente. A escala foi aplicada por psiquiatras da infancia e
adolescéncia aos pais.

Medidas de desfecho secundarias incluiram a sub-escala de hiperatividade-
impulsividade da SNAP-IV e a Escala de Efeitos Adversos de Barkley (SERS). A

SERS lista 17 efeitos adversos associados com estimulantes. A gravidade de cada

sintoma é pontuado de 0 a 9. 3

Intervencédo farmacoldgica
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Os pacientes foram tratados de acordo com o protocolo do Programa. As
doses de MFD de curta agdo foram aumentadas até que nao fosse detectada
melhora adicional ou até que surgissem efeitos adversos limitantes.?® A medicacéo
foi administrada preferencialmente duas vezes por dia (8 horas e apds o almogo),
embora fosse permitida uma dosagem extra no fim da tarde. Os psiquiatras eram
cegos ao genodtipo do paciente. As doses médias de MFD prescritas na avaliagao
inicial e na avaliagdo de 1° més de tratamento foram de 0.5 e 0.65 mg/kg/dia,

respectivamente.

Genotipagem

Foi extraido DNA de alto peso molecular de linfécitos do sangue periférico
através de um procedimento de salting out.>* O polimorfismo —1291 C>G na regido
promotora do ADRA2A (rs 1800544) foi amplificado pela reacdo da cadeia da
polimerase (PCR) através de primers e protocolos como descritos anteriormente. '
Os amplicons de 522 pb foram digeridos com Mspl por 3 horas a 37°C. Os
fragmentos digeridos foram separados através da eletroforese através de gel de
poliacrilamida a 10% em 1x tamp&o TBE por 2.5-3 horas a 160 V Os géis foram
corados com brometo de etidio e visualizados sob luz ultra-violeta. A digestéo pela
enzima Mspl na regido promotora resulta em quatro fragmentos constantes (5, 62,
116 e 165 pb). O alelo C (antigo M) é identificado como uma banda polimérfica de
174pb, refletindo a auséncia do sitio Mspl. A transversdo C — G na posic¢ao -1,291
cria o sitio de restricado Mspl. A presenga deste sitio produz a perda do fragmento
de 174 pb, resultando em bandas de 121 e 53 pb, que determina o alelo G (antigo

m).26
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Analises estatisticas

Os pacientes foram comparados quanto a caracteristicas demograficas, Ql,
subtipo de TDAH, comorbidades, uso prévio de medicagao, escores basais nas
medidas de desfecho e dose prescrita de MFD através do teste de %2 ou do teste
exato de Fisher (para variaveis categéricas) e do teste t de Student (para variaveis
continuas com distribuicdo normal).

Analises das medidas primarias e secundarias foram realizadas através do
modelo de efeitos mistos (MEM), que proporciona uma estrutura flexivel para a
analise de medidas repetidas e nao é afetada por dados nao disponiveis (devido a
perda de seguimento, por exemplo).>***’ Para cada analise, a estrutura de
covariancia que melhora se adaptava aos dados foi selecionada a partir do menor
valor do critério de informagdo de Akaike (AIC).*® Foram incluidos em todas as
analises os seguintes fatores independentes: tratamento ao longo do tempo, grupo
(definido como a presencga do alelo G) e a interagao entre ambos os fatores.

Potenciais variaveis de confusdo a serem incluidas nos modelos foram
definidas através da analise conceitual da literatura e/ou através de uma definicao
estatistica (presenca de associacédo com o fator em estudo e com o desfecho para
um valor de P<0.10). As anadlises cujos desfechos foram escores da SNAP-IV
foram restritas para pacientes com escores basais > 1 na sub-escala da SNAP-IV,
permitindo que houvesse suficiente possibilidade de melhora, estratégia

implementada em investigacdes prévias.>**°
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As analises foram conduzidas através do programa estatistico SPSS
versdo 12.0. Foi aceito um nivel de significAncia de 5% em todas as andlises

(exceto para confundidores). Os testes foram bi-caudais.
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RESULTADOS

Durante o periodo de estudo, 111 familias participaram do estudo e seus
filhos preencheram os critérios de inclusdo para a analise do desfecho primario
(escores de desatengao na SNAP-IV). Cinco individuos ndo foram incluidos nas
analises devido a dados invalidos na avaliagao inicial (n=2), uso irregular de MFD
(n=2) e problemas na genotipagem (n=1). Assim, 106 pacientes foram incluidos no
estudo (com dados disponiveis referentes a avaliagdo inicial e ao 1° més de
tratamento). Apds 90 dias de tratamento, 89 foram reavaliados. Adicionalmente,
vinte e seis pacientes foram acessados na avaliagao inicial e ndo foram incluidos
neste protocolo (11 sujeitos foram encaminhados, pois viviam em cidades
diferentes de nosso Estado. Quinze pacientes nao retornaram para a avaliagdo de
1 més). Em relagdo as caracteristicas iniciais, ndo foram detectadas diferengas
significativas entre sujeitos incluidos (n=106) e nao incluidos (n=5+26=31) em
relacdo a género, idade QI, subtipo de TDAH, perfil de comorbidades (transtornos
de ansiedade, de humor, disruptivos do comportamento), escores de
funcionamento global, escores da SNAP-IV (respondida por pais e professores) e
doses prescritas de MFD (P>0.1). Além disso, os 106 pacientes incluidos neste
estudo ndo diferiram em relagao as caracteristicas referidas de todos os pacientes
avaliados em nosso Programa de Outubro de 2002 a Fevereiro de 2006 (n=457).

As frequéncias alélicas dos pacientes incluidos foram estimadas em 0.62
para o alelo C e em 0.38 para o alelo G. As frequéncias genotipicas foram de 0.38
para os individuos C/C, 0.49 para os individuos G/C e 0.13 para os individuos

G/G. Estas frequéncias encontram-se em equilibrio de Hardy-Weinberg. Devido a
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baixa frequiéncia de individuos homozigotos G/G, estes foram agrupados com
aqueles com gendtipo G/C. Assim, pacientes com alelo G foram comparados com
individuos sem este alelo (homozigotos para o alelo C) com o objetivo de
explorarmos o efeito da sua sobre os desfechos.

As caracteristicas clinicas e demograficas dos individuos de acordo com a
presenca do alelo G estdo relatadas na Tabela 1. Nao foram encontradas
diferengas estatisticamente significativas entre os dois grupos em relagdo aos
potenciais confundidores (caracteristicas demograficas, QIl, subtipo de TDAH,
perfil de comorbidades, uso prévio de medicagao, escores basais nas medidas
avaliadas e doses prescritas de MFD). Além disso, nenhum potencial confundidor
esteve associado com a presenga do alelo G e com escores de desatencédo na
SNAP-1V (P<0.10).

No modelo composto pelos efeitos do tratamento ao longo do tempo, da
presenca do alelo G e da interagdo entre ambos, foi evidenciado um efeito
significativo do tratamento ao longo do tempo sobre os escores de desatengéo da
SNAP-IV durante os trés meses de tratamento (n=106; F2 198 =79.37; P<0.001).
Embora nenhum efeito do alelo G tenha sido detectado (n=106; F411s =0.67;
P=0.41), houve um efeito significativo da interacdo entre a presencga do alelo G e
tratamento ao longo do tempo sobre os escores de desatengdo da SNAP-IV
durante os trés meses de tratamento (n=106; F2 198 =4.30; P=0.015) (Figura 1). A
estrutura auto-regressiva de primeira ordem foi a estrutura de covariancia com os
menores valores de AIC. Em analises secundarias, estimamos que este modelo foi

capaz de explicar 30.4% da variancia dos escores de desatencdo; 0.24% foi
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explicado pelo alelo G, 28.85% pelo tempo e 1.34% pela interagao entre tempo e
alelo.

Os dados apresentados na Figura 1 claramente sugerem que o maior efeito
do tratamento ocorreu entre a avaliagao inicial e o primeiro més de tratamento em
ambos os grupos, como esperado. De fato, a melhora ocorrida entre a avaliagéo
inicial e o primeiro més de tratamento (n=106; Tamanho de Efeito=1.15) foi maior
do que a melhora ocorrida entre o primeiro més e o terceiro més de tratamento
(n=89; Tamanho de Efeito=0.20). Assim, foram também avaliados os efeitos do
tratamento ao longo do tempo, alelo G e tratamento ao longo do tempo X alelo G
durante apenas o primeiro més, através do MEM. A estrutura de simetria
composta foi a estrutura de covaridancia com os menores valores de AIC. Como
esperado, foram evidenciados efeitos significativos do tratamento ao longo do
tempo (n=106; F+.104 =126.69; P<0.001) e da interagao entre a presenga do alelo G
e tratamento ao longo do tempo (n=106; F1 104 =8.51; P=0.004) sobre os escores
de desatengdo da SNAP-IV. Nao foi encontrado um efeito significativo da
presenca do alelo G (n=106; F1 104 =0.22; P=0.64).

Foram explorados os efeitos do tratamento ao longo do tempo, da presenca
do alelo G e da interagédo entre ambos sobre os escores de desatencao da SNAP-
IV do primeiro ao terceiro més de tratamento utilizando os escores basais de
desatencdo como covariaveis através do MEM. Este procedimento foi realizado
uma vez que foi detectada uma pequena diferenca entre-grupos em relagao aos
escores basais de desatencdo (embora maior que o limiar estabelecido, P<0.1).
Nesta analise de MEM, a estrutura de simetria composta foi a estrutura de

covariancia com os menores valores de AIC. Foram detectados -efeitos
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significativos do tratamento ao longo do tempo (n=106; F1969 =3.81; P=0.05),
escores basais de desatengéo (n=106; F1 104 =14.82; P<0.001) e presenca do alelo
G (n=106; F1104 =5.46; P=0.02) sobre os escores de desatencdo da SNAP-IV.
Como esperado, ndo foi detectado um efeito significativo da interacédo entre a
presencga do alelo G e tratamento ao longo do tempo (n=106; F4 969 =0.61; P=0.44)
uma vez que a maior magnitude de melhora ocorreu da avaliagdo inicial ao
primeiro més.

O efeito do alelo G sobre a diferenca dos escores de desatencao da
avaliacdo inicial ao 1° e 3° més de tratamento foi simultanemanente analisado
através do MEM. A estrutura Toeplitz foi aquela com os menores valores de AIC.
Esta analise também demonstrou um efeito significativo do alelo G sobre os
escores A (n=106; F11019 =6.6; P=0.012). Individuos com o alelo G alcangaram
maior reducédo dos escores de desatencdo do que individuos sem este alelo, da
avaliagao inicial ao 1° e ao 3° més de tratamento (Figura 2).

Como esperado, foi detectado um efeito significativo do tratamento ao longo
do tempo para os escores de hiperatividade-impulsividade durante os trés meses
de tratamento (n=83; F; 1556 =62.1; P<0.001). Entretanto, ndo foram demonstrados
efeitos significativos da interagdo entre a presenga do alelo G e tratamento ao
longo do tempo (n=83; F; 1556 =0.61; P=0.54) bem como da presenca do alelo G
(n=83; F1813 =0.05; P=0.82) sobre os escores de hiperatividade-impulsividade da
SNAP-IV. A estrutura de simetria composta foi a estrutura de covariancia com os
menores valores de AIC.

Em relacéo aos efeitos adversos, a analise de MEM demonstrou um efeito do

tratamento ao longo do tempo sobre os escores da SERS, como esperado (n=106;
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F22012 =5.4; P=0.005). Entretanto, ndo foram detectados efeitos significativos da
presenca do alelo G (n=106; F1 1076 =0.15; P =0.69) ou da interagdo entre ambos
os fatores (n=106; F22012 =0.71; P=0.49) sobre estes escores durante os trés
meses de tratamento com MFD. A estrutura auto-regressiva de primeira ordem foi

a estrutura de covariadncia com os menores valores de AlC.
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DISCUSSAO

Como previamente demonstrado por inimeros estudos,*'*? detectamos um
efeito clinicamente robusto do MFD sobre os sintomas do TDAH durante um
tratamento de curto prazo. Além disso, demonstramos uma maior magnitude de
melhora dos sintomas de desatengdo com o tratamento com MFD ja no primeiro
més de uso naquelas criangas e adolescentes com alelo G (gendtipos G/G e G/C)
no polimorfismo —1291 C>G ADRA2A quando comparadas com aquelas sem este
alelo (gendtipo C/C). Nao temos conhecimento de estudos prévios que tenham
investigado o papel do ADRA2A na resposta ao MFD.

Este achado vai ao encontro de estudos pré-clinicos com animais que
forneceram evidéncias da contribuicdo do bloqueio do receptor adrenérgico a2A
na reproducgao de sintomas do TDAH e na alteragédo da resposta ao MFD. Arnsten
e Dudley'® estudaram o efeito do MFD em ratos realizando uma tarefa atencional.
Os autores demonstraram que o MFD melhorou significativamente o desempenho
nesta tarefa. Subseqientemente, MFD e um antagonista do receptor adrenérgico
a2A (idazoxan) foram co-administrados. O efeito de melhora no desempenho
atencional promovido pelo MFD foi bloqueado por este antagonista, indicando a
contribuicdo deste receptor para efeitos cognitivos positivos do MFD.

Na mesma direcdo de nossos achados, investigacdes de genética molecular
sugerem um papel deste polimorfismo no ADRA2A sobre o TDAH. Em nosso
primeiro estudo, encontramos uma associagao entre o genétipo G/G no ADRA2A
e escores de desatencdo em uma amostra de 92 individuos com TDAH."™ Em

uma amostra independente subsequente de criangas com este transtorno, a
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associagao entre os sintomas de desatengdo e o gendtipo G/G foi novamente
detectada.’® Achados similares foram também obtidos por Park et al.'® Estes
autores investigaram um possivel papel do gene ADRA2A no TDAH avaliando
trés diferentes polimorfismos de nucleotideos unicos, incluindo o —1291 C>G, por
nos estudado. Um efeito significativo deste polimorfismo foi detectado através do
TDT Quantitativo (QTDT) sobre as dimensdes de desatengdo e de hiperatividade-
impulsividade, particularmente através do alelo G. Mais ainda, analises de
haplétipos mostraram efeitos significativos deste polimorfismo através do TDT e
do QTDT. Em ambos os casos, o alelo G —1291 C>G parece ter contribuido para
um risco aumentado, especialmente quando considerados os sintomas de
desatencao.

Estes achados prévios e 0s nossos resultados parecem sugerir que o gene
ADRAZ2A esta independentemente associado com o fenétipo do TDAH (dimensao
de desatencdo) e com a resposta ao MFD em relagdo aos escores de
desatencao.

Assim, é fundamental entender a significancia funcional potencial do
polimorfismo —1291 C>G no gene ADRA2A. Belfer et al.*® recentemente relataram
que o ADRA2A é composto por um unico bloco haplotipico. Este bloco é
composto por nove diferentes polimorfismos de nucleotideos unicos localizados
entre as regides 5 e 3’ do ADRA2A, incluindo o polimorfismo —1291 C>G e uma
troca de aminoacidos nao-sinbnima na posicdo 251, conhecida como sendo de
relevancia funcional para o receptor adrenérgico a2A. Como referido pelos
autores, este bloco haplotipico € suficiente para capturar o conteudo de

informagdes, mesmo quando o unico locus funcional conhecido ndo fora incluido.
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Em outras palavras, o polimorfismo —1291 C>G pode ter uma funcéo prépria na
expressao e/ou funcdo do ADRA2A ou pode ser um marcador associado a um
outro l6cus funcional. Estas hipoteses devem ser exploradas por investigagdes
futuras.

Demonstramos o efeito positivo da presenca do alelo G no polimorfismo —
1291 C>G no gene ADRAZ2A sobre a reducdo dos sintomas de desatengao
durante o tratamento com MFD. Comings et al.** documentaram um efeito
codominante do alelo G (G/G > G/C > C/C) em um grupo de sintomas de TDAH e
TOD. Assim, é possivel especular se a presencga de dois alelos G (homozigose)
conferiria um efeito adicional sobre a redugcédo dos sintomas de desatencédo. Nao
detectamos efeito adicional em analises preliminares [reducdo média de sintomas
de desatencgdo da avaliagdo inicial ao 1° e ao 3° més de tratamento, de acordo
com o genotipo, foram, respectivamente: G/G= 0.69 (EP=0.14) e 0.80 (EP=0.22);
G/C= 0.89 (EP=0.08) e 0.93 (EP=0.08); C/C= 0.49 (EP=0.9) e 0.67 (EP=0.09)].
Assim, também é possivel que uma vez alcancado um limiar de acdo com a
presenca de um alelo G, a presenga do segundo alelo ndo seja relevante,
hipotese compativel com o modelo dominante. Entretanto, o numero reduzido de
individuos com o genotipo G/G nesta amostra (n=14) limitou esta analise. Estudos
sobre a significancia funcional do polimorfismo —1291 C>G sdo necessarios para
explicar a natureza do seu potencial efeito.

E importante considerarmos possiveis limitacées de um estudo naturalistico.
Em primeiro lugar, ndo houve um grupo placebo neste estudo; dessa forma, n&o
tivemos um controle interno para corrigirmos qualquer efeito do tempo (como

regressao a média). A melhora dos sintomas em nossa amostra foi comparavel
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aquela previamente relatada em ensaios clinicos randomizados.*> Embora um
efeito placebo possivelmente tenha ocorrido em algum grau em nosso estudo e
tenha diminuido o poder ao reduzir a precisdo da medida da resposta a
medicagao, € improvavel que o efeito placebo tenha estado sistematicamente
relacionado ao polimorfismo avaliado. Além disso, minimizamos a chance de que
a maior reducdo dos escores de desatencdo com uso de MFD detectada em
individuos com o alelo G fosse atribuida a outros fatores, uma vez que realizamos
uma extensa avaliagao de potenciais fatores de confusdo entre os grupos, uma
estratégia ndo realizada usualmente por estudos farmacogenéticos prévios do
TDAH. Em segundo lugar, o MFD foi administrado sem controle de ades&o pelos
investigadores. Embora tenhamos sido capazes de identificar dois pacientes que
fizeram uso irregular da medicagdo, ndo podemos excluir a possibilidade de que
tenha ocorrido, de alguma forma, falta de adesdo no restante da amostra.
Contudo, houve uma importante reducdo sintomatolégica durante o periodo de
acompanhamento de acordo com o relato dos pais. Em terceiro lugar, embora
nossa amostra tenha sido pequena para detectar efeitos significativos deste
polimorfismo na dimenséo hiperatividade-impulsividade e sobre efeitos adversos,
fomos capazes de estudar uma amostra maior do que aquela de estudos

farmacogenéticos  prévios.?>%

Além disso este é o primeiro estudo
farmacogenético que avaliou efeitos adversos em pacientes com TDAH.

Embora seja importante estudarmos polimorfismos de nucleotideos unicos
em genes candidatos razoaveis, deve ser considerado que o seu efeito provavel é

certamente pequeno, mesmo que relacionado a resposta a medicacdo. Assim,

para o crescimento deste campo da ciéncia, esforgos entre diferentes grupos sao
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necessarios com o objetivo de estudarmos um maior numero de pacientes, como
aquele atualmente em desenvolvimento através do ADHD Molecular Genetics
Network. Ainda, varreduras gendmicas devem incorporar a resposta a medicagao
como um desfecho para as suas analises.

Achados de estudos neurobiologicos e farmacolégicos documentaram a
importancia do sistema noradrenérgico para a agdao do MFD. Corroborando esta
hipétese, fomos capazes de demonstrar a influéncia de um polimorfismo
localizado no ADRA2A na reducao dos sintomas de desatengao com o tratamento
com MFD em individuos com TDAH. Neste sentido, outros estudos
farmacogenémicos devem ser conduzidos, preferencialmente a partir de ensaios
clinicos randomizados, com ampla descricdo da selecao da amostra e de controle
de possiveis viéses de selecdo, com o objetivo de replicar nossos achados e de

explorar outros genes do sistema noradrenérgico.
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Tabela 1. Caracteristicas demogréficas e clinicas da amostra de acordo com

a presencado alelo G.

G+ G- valorP
(gendtipos (gendtipo
G/G e G/C) C/C)
n=66 n=40
Idade - média (DP) 10.2 (2.8) 10.4 (3.5) 0.7
Meninos - n (%) 49 (74) 33 (82) 0.3
IQ - média (DP) 93.5(15.1) 95 (15.2) 0.6
TDAH (subtipos) - n (%) 0.4
combinado 38 (58) 24 (60)
desatento 19 (29) 9 (22 5)
hiperativo-impulsivo 2 (3) 4 (10)
sublimiar 7 (10) 3(7.5)
Transtornos comorbidos — n (%)
TC 9 (13.6) 8 (20) 0.4
TOD 31 (47) 24 (60) 0.2
Transtornos do humor 5 (7.6) 5(12.5) 0.5
Transtornos de ansiedade 16 (24.6) 9 (22.5) 1
CGAS - média (DP) 61.3 (10.8) 60.7 (11.5) 0.8
SNAP-IV escores basais - média
(DP)
total 1.64 (0.58) 1.66 (0.53) 0.9
desatencéo 2.05(0.5) 1.92(0.5) 0.18
hiperatividade-impulsividade 1.57 (0.82) 1.6 (0.7) 0.8
oposicao 1.3 (0.8) 1.4 (0.7) 0.4
SERS escore basal - média (DP) 34.6 (22) 34.7 (20) 0.9
Uso prévio de medicagdes - n (%) 4 (6) 3(7.5) 1
Prescricdo concomitante de outra
medicagao - n (%) 4 (6) 6 (15) 0.17
Dose MFD na avaliacao inicial -
média (DP) 0.48 (0.13) 0.53 (0.19) 0.19
Dose MFD no 1° més- média (DP) 0.66 (0.2) 0.63 (0.17) 0.4

Abreviagdes: DP = desvio padrdo; n = nimero absoluto; QI = coeficiente de inteligéncia; TDAH =
transtorno de déficit de atencao/hiperatividade; TC = transtorno de conduta; TOD = transtorno
oposicional desafiante; MFD = metilfenidato; CGAS = Children Global Assessment Scale; SNAP-IV
= Swanson, Nolan e Pelham scale - versao IV; SERS = Barkley’s Side Effect Rating Scale. Valores
de P calculados através do Teste de x° ou Teste Exato de Fisher (variaveis categéricas), e Teste t
de Student (variaveis continuas com distribuicdo normal).
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Figura 1. Escores médios de desatencdo da SNAP-IV durante o tratamento

com metilfenidato de acordo com a presenca do alelo G.

—@— Presenca do alelo G (gendtipos G/C e G/G)
—O— Auséncia do alelo G (gendtipo C/C)
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Modelo de Efeitos Mistos (n=106) - tratamento ao longo do tempo: F3 195 =79.37;
P<0.001; presenga do alelo G: F 1,115 =0.67; P=0.41; tratamento ao longo do

tempo *presenca do alelo G: F3 198 =4.30; P=0.015.
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Figura 2. Efeito do alelo G sobre escores A de desatencdo da SNAP-IV a

partir da avaliacao inicial.

-0,9207

B Presenca do alelo G

O Auséncia do alelo G

Modelo de Efeitos Mistos (n=106) — presencga do alelo G: F1,191.9=6.6; P=0.012.
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6.2 Versdo em Inglés

Adrenergic a2A receptor gene is associated with methylphenidate
improvement of inattentive symptoms in children with Attention-

Deficit/Hyperactivity Disorder

Guilherme Polanczyk, MD; Cristian Zeni, MD; Julia P. Genro, BSc; Ana Paula
Guimaraes, BSc; Tatiana Roman, PhD; Mara H. Hutz, PhD; Luis Augusto Rohde,

MD

Context. Pre-clinical studies have demonstrated the relevance of adrenergic a2A
receptor on both the attentional process and the mechanism of action of
methylphenidate (MPH). Several previous molecular genetic investigations
suggested a role for the adrenergic a2A receptor gene (ADRA2A) in Attention-
Deficit/Hyperactivity Disorder (ADHD), especially in the inattentive dimension.
However, the influence of ADRA2A in the response to MPH in humans has not

been previously investigated.

Objective. To evaluate the association between the ADRA2A -1291 C>G
polymorphism and clinical response to MPH in children and adolescents with

ADHD.

Design. A pharmacogenomic study was undertaken between 2002 and 2004 using

a non-random assignment, quasi-experimental design.

Setting. The ADHD outpatient program at a University hospital in Brazil.
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Patients. One hundred and six patients consecutively diagnosed with ADHD were

genotyped for ADRA2A —1291 C>G polymorphism and included in analyses.

Intervention. Short-acting MPH administered in increasing doses until no further

clinical improvement was detected or limiting side effects occurred.

Main Outcome Measures. The primary outcome measure was the parent-rated
inattentive subscale of the Swanson, Nolan, and Pelham scale - version IV (SNAP-
IV). Secondary outcome measures included the parent-rated hyperactivity
subscale of the SNAP-IV and the Barkley’s Side Effect Rating Scale (SERS).
Scales were applied by child psychiatrists blinded to genotype at baseline, first and

third month of treatment.

Results. A significant effect of the interaction between the presence of the G allele
and treatment with MPH over time on inattentive scores was detected during the

three months of treatment (n=106; F; 195 =4.30; P=0.015).

Conclusions. We documented the influence of the G allele at the ADRA2A —1291
C>G polymorphism on the improvement of inattentive symptoms with MPH
treatment in children and adolescents with ADHD. This finding provides a clinical
evidence for the involvement of noradrenergic system on the modulation of MPH

action.

A preliminary version of this study was presented at the 52" Annual Meeting of the

American Academy of Child and Adolescent Psychiatry. Toronto, Canada; 2005.



84

This work was partially supported by research grants from: Conselho Nacional de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPq, Brazil) (Grant 471761/03-6),
Programa de Apoio a Nucleos de Exceléncia (PRONEX, Brazil), and Hospital de

Clinicas de Porto Alegre.

Author Affiliations: ADHD Outpatient Clinic, Child and Adolescent Psychiatric
Division, Hospital de Clinicas de Porto Alegre, Federal University of Rio Grande do
Sul, Brazil (Drs Polanczyk, Zeni, and Rohde). Department of Genetics, Federal
University of Rio Grande do Sul, Brazil (Ms Genro and Guimaraes, and Dr Hutz).
Department of Morphological Sciences, Federal School of Medical Sciences of

Porto Alegre, Brazil (Dr Roman).

Correspondence: Dr Luis Augusto Rohde, Servigo de Psiquiatria da Infancia e
Adolescéncia, Hospital de Clinicas de Porto Alegre, Rua Ramiro Barcelos, 2350,
Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brazil. Zip code: 90035-003. Telephone/fax: 55

51 3321 3946. Email: Irohde@terra.com.br

Conflict of Interest: The ADHD Program receives research support from the
following pharmaceutical companies: Bristol-Myers Squibb, Eli-Lilly, Janssen-Cilag,
and Novartis. Dr Rohde is on the speakers’ bureau or is a consultant for the same

companies.



85

INTRODUCTION

Methylphenidate (MPH) has been used for the treatment of inattention and
hyperactivity for more than 50 years.! Subjects with Attention-Deficit / Hyperactivity
Disorder (ADHD) have clinically significant benefits with MPH treatment both in
terms of robust decrease of symptoms and improvement of quality of life.?
However, its mechanisms of action are not completely understood.?

Methylphenidate's effect over dopaminergic and noradrenergic pathways
results in improvement of prefrontal cortex (PFC) functions.* ® The most studied
action of MPH is its blockade of dopamine transporters (DAT) which increases
levels of synaptic and extracellular dopamine (DA) contributing to the transmission
of nervous impulse.® Rising DA levels, MPH might enhance the saliency of events.®
The action of MPH on the noradrenergic system has received much less attention.
It was demonstrated that the activation of this system modulating attentional
processes improves PFC function in humans and animals.>> 7 MPH blocks
norepinephrine (NE) transporters® and low, oral doses of this medication have
more effect on NE than on DA in subcortical areas.® Adrenergic a2A receptor is a
key component of the noradrenergic system’ with a putative role on MPH action
demonstrated in studies with animal models.® '® Moreover, adrenergic a2A
receptor agonists, such as guanfacine and clonidine, are efficacious in the
treatment of ADHD.""

The adrenergic a2A receptor gene (ADRA2A) is located in chromosome
10924-26. A —1291 C>G single nucleotide polymorphism (SNP) (rs 1800544)

creating a Mspl site in the promoter region of the gene has been identified by Lario



86

et al.’?

Six out of eight studies which have evaluated the association between
ADRAZ2A and ADHD suggested a role for this polymorphism in the susceptibility for
the disorder.’*?° A specific role for the ADRA2A —1291 C>G polymorphism in the
dimension of inattention has been demonstrated in several of these
investigations.'® 18 20

Pharmacogenetic studies aim to identify genes associated with variations in
efficacy and side effects secondary to a medication regimen.?" ?2 The majority of
ADHD pharmacogenetic studies have focused on potential genes of susceptibility
for ADHD, mainly from the DA system.?® Only two studies have evaluated
noradrenergic genes,?* ?° but none have studied the influence of ADRA2A on MPH
treatment outcomes.

The primary aim of this study was to evaluate the association between
ADRA2A -1291 C>G polymorphism and clinical improvement of inattentive
symptoms with MPH treatment in children and adolescents with ADHD. In
secondary exploratory analyses, it was evaluated the effect of this polymorphism in

both improvement of hyperactive-impulsive symptoms and occurrence of main side

events with MPH use.
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METHODS

Study design
This is a pharmacogenomic study using a non-random assignment, quasi-

experimental design.

Subjects

Children and adolescents consecutively evaluated during two years in the
ADHD Outpatient Program at the Hospital de Clinicas de Porto Alegre for whom
data on response to MPH for at least the first month of treatment was available
were invited to join the study. This investigation was approved by the Ethical
Committee of our University Hospital. Written informed consent was obtained from
parents and verbal assent was requested from children and adolescents to
participate.

The inclusion criteria were: a) ADHD diagnosis according to DSM-IV criteria;?®
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. Subjects who fulfilled all
DSM-IV criteria for ADHD except age-of-onset of impairment criterion (symptoms
causing impairment before 7 years of age) were accepted in this study since recent

research do not support the validity of this criteria.?” 22

Diagnostic procedures and clinical assessments
The diagnostic procedures in our unit were extensively described

elsewhere.?® In short, diagnoses of ADHD and comorbidities were achieved
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through a three stage process: 1) semi-structured interviews (Schedule for
Affective Disorders and Schizophrenia for School-Age Children - Epidemiologic
version [K-SADS-E]), 2) diagnostic discussion in a clinical committee, and 3)
clinical evaluation. When a diagnostic disagreement occurred in the three-stage
process, priority is given to diagnoses derived from clinical interviews.? Clinical
assessments were performed by child psychiatrists at baseline, 30 and 90 days of
treatment with MPH.

Based on previous investigations in our population showing an association

between ADRA2A and inattentive scores,’™ ™

we selected the parent-rated
inattentive subscale of the Swanson, Nolan, and Pelham scale - version IV (SNAP-
IV) as the primary outcome measure. The SNAP-IV scale is a revision of the
Swanson, Nolan and Pelham (SNAP) Questionnaire.*®> The SNAP-IV items are
rated on a scale from 0 to 3. This measure has been frequently used in ADHD
investigations, including those designed to assess clinical interventions.*® The
internal consistency of the SNAP-IV varies 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.® The scale was applied by child psychiatrists to
parents.

Secondary outcome measures included the parent-rated hyperactivity-
impulsivity subscale of the SNAP-IV and the Barkley’s Side Effect Rating Scale

(SERS). The SERS lists 17 side effects associated with stimulants use. The

severity of each symptom is scored from 0 to 9.%

Pharmacological Intervention
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Patients were treated according to the program’s protocol. Doses of short-
acting MPH were augmented until no further clinical improvement was detected or
there were limiting side effects.?> MPH was administered preferentially twice daily
(8 AM and noon), but an extra dose at 5-6 PM was allowed for children needing
continuous coverage during evenings. Psychiatrists were blind to patients’
genotypes. Mean dose of MPH prescribed at baseline and first month assessments

were 0.5 and 0.65 mg/kg/day, respectively.

Genotyping

High molecular weight genomic DNA was extracted from whole blood
lymphocytes by a salting out procedure.®* The —1291 C>G polymorphism in the
promoter region of ADRA2A (rs 1800544) was amplified by the polymerase chain
reaction (PCR) using the primers and protocols as previously reported.'? The 522
bp amplicons were digested with Mspl for 3 hr at 37°C. The digested fragments
were electrophoresed on 10% polyacrylamide gels, in 1x TBE buffer for 2.5-3 hr at
160 V. The gels were stained with ethidium bromide and visualized under
ultraviolet light. Mspl digestion at this site resulted in four constant fragments (5,
62, 116, and 165 bp). Allele C (former M) is identified as a polymorphic band of
174 bp reflecting the absence of the Mspl site. The presence of this site produces
the loss of the 174 bp fragment resulting in bands of 121 and 53 bp that

determined the allele “G” (former m)."?

Data analyses
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Patients were compared regarding demographic characteristics, 1Q, ADHD
subtype, comorbid conditions, previous use of medication, baseline scores in
measures assessed, and MPH dose using the y° test or Fisher's Exact Test
(categorical variables), and the Student t test (continuous variables with normal
distribution).

Analyses of primary and secondary measures of efficacy were performed
using a Mixed-Effects Model (MEM) approach which provides a flexible framework
for the analysis of repeated measures while accounting for missing data (ie, lost of
follow-up).>>*" For each analysis, the best covariance structure fitting the data was
selected based on the one with the lowest Akaike's information criterion (AIC)
value.®® Independent factors included in all models were: treatment over time,
group assignment (defined as the presence of the G allele), and the interaction
between these factors. Potential confounders to be entered in models were defined
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). We restricted
analyses on SNAP-IV dimensions to patients presenting baseline scores higher
than 1 in the SNAP-IV subscales to allow sufficient room for improvement as have
been done in previous investigations. *°

All analyses were conducted using SPSS version 12.0. A significance level of
5% was accepted in all analyses (except for confounders, see above). Tests were

two-tailed.
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RESULTS

During the study period, 111 families took part of the study and their affected
children fulfilled inclusion criteria for analyses of the primary outcome measure
(SNAP-IV inattentive score). Five subjects were not included in analyses due to
invalid baseline data (n=2), irregular use of MPH (n=2) and problems in genotyping
(n=1). Thus, 106 patients were included in the study (data for baseline and 1
month of treatment were available for all of them). After 90 days of treatment, 89
were re-evaluated. An additional sample of 26 other patients was assessed only at
baseline and they were not included in this protocol (eleven subjects were referred
after baseline evaluation since they lived in different cities of our state. Fifteen
patients did not return for the one-month evaluation). Regarding baseline
characteristics, no significant difference between subjects included (n=106) and
not included (n=5+26=31) was detected on age, gender, 1Q, ADHD subtype,
comorbidity profile (anxiety disorders, mood disorders, disruptive behavior
disorders), global functioning scores, baseline total scores in the SNAP-IV scale
(parent and teacher scores), and prescribed dose of MPH (P>0.1 for all analyses).
In addition, the 106 subjects included in this protocol did not differ in the above-
mentioned baseline characteristics from all subjects evaluated in our Unit from
October 2002 to February 2006 (n=457).

The allele frequencies for the included subjects were estimated as 0.62 for
the C allele and 0.38 for the G allele. The genotype frequencies were 0.38 for C/C
homozygous, 0.49 for heterozygotes G/C, and 0.13 for G/G homozygous. These

frequencies were under Hardy-Weinberg equilibrium. Due to the low frequency of
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G/G homozygous individuals, they were grouped with those carriers of a G/C
genotype. Therefore carriers of the G allele were compared to those without this
allele (homozygous subjects for the C allele) in order to explore the effect of the
presence of the G allele over outcomes.

Demographic and clinical characteristics of patients according to the presence
of the G allele are presented in Table 1. No significant difference was found on
potential confounders (demographic characteristics, 1Q, ADHD subtype, comorbid
conditions, previous use of medication, baseline scores in measures assessed,
and MPH doses) between the two groups. In addition, no potential confounder was
associated with both the presence of the G allele and inattentive scores in the
SNAP-IV for a P<0.10.

In the model including treatment over time, presence of the G allele, and the
interaction between these factors, an effect of the treatment over time was found
for the SNAP-IV inattentive scores during the three months of treatment (n=106;
F2198 =79.37; P<0.001). Although no effect for the presence of the G allele was
detected (n=106; F411s =0.67; P=0.41), there was a significant effect of the
interaction between the presence of G allele and treatment over time for the SNAP-
IV inattentive scores during the three months of treatment (n=106; F; 198 =4.30;
P=0.015) (Figure 1). The covariance structure with the lowest AIC value was the 1°
order Auto-regressive. In a secondary analysis, we estimated that this model was
able to explain 30.43% of the variance of inattentive scores; 0.24% was explained
by the G allele, 28.85% by time and 1.34% by the interaction between the allele

and time.
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Data presented in Figure 1 clearly suggest that the greatest effect of
treatment occurred from baseline to the first month in both groups, as expected. In
fact, the improvement from the baseline to the first month of treatment (n=106;
Effect Size=1.15) was greater than improvement from the first to the third month of
treatment (n=89; Effect Size=0.20). Thus, the effects of treatment over time, G
allele, and treatment over time X G allele during only the first month of treatment
were also assessed through MEM. The covariance structure with the lowest AIC
value was the Compound Symmetry. As expected, a significant effect of the
treatment with MPH over time (n=106; F4104 =126.69; P<0.001) and of the
interaction between the presence of G allele and MPH treatment over time on the
SNAP-IV inattentive scores (n=106; Fq 104 =8.51; P=0.004) were detected. No
effect of the presence of G allele was found (n=106; F1 104 =0.22; P=0.64).

We explored the effect of the treatment over time, presence of the G allele,
and the interaction between both on SNAP-IV inattentive scores from the first to
the third month of treatment using baseline inattentive score as a covariate through
MEM. This procedure was done since a small between-groups difference in
baseline inattentive scores in the SNAP-IV was detected (although higher than our
threshold of P<0.1). In this MEM analysis, the covariance structure with the lowest
AIC value was the Compound Symmetry. Effects of the treatment over time
(n=106; F1969 =3.81; P=0.05), baseline inattentive scores (n=106; F1 104 =14.82;
P<0.001), and the presence of the G allele (n=106; F1104 =5.46; P=0.02) were
found for the SNAP-IV inattentive scores. As expected, no effect was detected for

the interaction between the presence of the G allele and time (n=106; F1 99 =0.61;
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P=0.44), since the greatest improvement occurred from baseline to the first month
of treatment.

The effect of G allele over the A inattentive scores from baseline to 1 and 3
months was simultaneously analyzed through MEM. The covariance structure with
the lowest AIC value was the Toeplitz. This analysis also demonstrated a
significant effect of the G allele over A scores (n=106; Fq1019 =6.6; P=0.012).
Individuals with the G allele achieved greater reduction of inattentive scores than
individuals without this allele from baseline to the first month and third month of
treatment (see Figure 2).

As expected, an effect of the treatment over time was found for the SNAP-IV
hyperactive-impulsive scores during the three months of treatment (n=83; F; 1555
=62.1; P<0.001). However, there was no effect of the interaction between the
presence of the G allele and treatment over the SNAP-IV hyperactivity-impulsivity
scale (n=83; F21s556 =0.61; P=0.54). In addition, no effect of the presence of G
allele was detected (n=83; F1 513 =0.05; P=0.82). The covariance structure with the
lowest AIC was Compound Symmetry.

Regarding adverse events, MEM analysis demonstrated an effect of treatment
over time over SERS scores, as expected (n=106; Fz2012 =5.4; P=0.005).
However, neither an effect for the presence of G allele (n=106; Fq 1076 =0.15; P
=0.69) nor an effect for the interaction between the presence of the G allele and
treatment over time (n=106; F22012 =0.71; P=0.49) on SERS scores were found
during the three months of MPH use. The covariance structure with the lowest AIC

value was the 1% order Auto-regressive)
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DISCUSSION

41,42 \we have detected a

As previously reported by a number of clinical trials,
significantly robust clinical effect of MPH in ADHD symptoms during a short-term
treatment. Furthermore, we have demonstrated a greater improvement of
inattentive symptoms with MPH treatment already in the first month of treatment in
those children and adolescents with the G allele (G/G and G/C genotypes) at
ADRAZ2A -1291 C>G polymorphism compared with those without this allele. We
are not aware of previous studies investigating the role of the ADRA2A in the
response to MPH.

This finding concurs with recent pre-clinical studies in animals which provides
evidences for the contribution of the blockade of adrenergic a2A receptor in both
producing ADHD-like symptoms and impairing response to MPH. Arnsten and
Dudley'® studied the effect of MPH on rats performing a delayed alternation task
(an attentional task). The authors demonstrated that MPH significantly improved
the performance on the task. Subsequently, MPH and an adrenergic a2A receptor
antagonist (idazoxan) were co-administered. The enhancing effect of MPH was
blocked by the antagonist indicating the contribution of this receptor to positive
cognitive effects of MPH.

In the same direction of our findings, previous molecular genetic
investigations have suggested a role for this polymorphism at ADRA2A and
ADHD. In our first study, we found an association between the G/G genotype at
ADRAZ2A gene and inattentive scores in a sample of 92 subjects with ADHD." In a

subsequent independent sample of children with the disorder, the association
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between inattentive symptoms and the G/G genotype was again detected.™
Similar findings were also obtained by Park et al.’® These authors investigated a
possible role of ADRA2A gene in ADHD assessing three different SNPs, including
the —1291 C>G SNP. A significant effect of this polymorphism was detected
through Quantitative TDT (QTDT) in both inattentive and hyperactive-impulsive
symptom dimensions, particularly through the G allele. Moreover, haplotype
analyses showed significant effects of this polymorphism by either TDT or QTDT.
In both cases, the G allele of —1291 C>G SNP seemed to contribute to an
increased risk, especially when inattentive symptoms were considered.

These previous findings and those from this study seem to suggest that
ADRAZ2A gene might be independently associated with both the ADHD phenotype
(inattentive dimension) and the response to MPH in inattentive scores.

Thus, it is fundamental to understand the potential functional significance of
the ADRA2A —1291 C>G polymorphism. Belfer et al.** recently reported that a
single haplotype block spanned ADRAZ2A gene. This haplotype block is composed
by 9 different SNPs that are mapped from 5 end to 3’ end of ADRA2A locus,
including the —1291 C>G and a nonsynonymous aminoacid change in position 251,
known to be of functional relevance for alpha-2A-adrenoreceptor. As noted by the
authors, this ADRA2A haplotype block was sufficient to capture the information
content even when the only known functional locus was not included. In other
words, the —1291 C>G polymorphism can have a role itself on ADRA2A expression
and/or function or it can be a marker associated with another locus with a

functional role. These hypotheses must be further explored.
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We have demonstrated the positive effect of the presence of G allele at the
ADRAZ2A -1291 C>G polymorphism in promoting a greater reduction of inattentive
symptoms during MPH treatment. Comings et al.** documented a codominant
effect of G allele (G/G > G/C > C/C) in a group of ADHD and ODD symptoms.
Thus it is possible to speculate whether the presence of two G alleles
(homozygosity) would confer an additional effect over the reduction of inattentive
symptoms. We did not detect additional effects in preliminary analyses [mean
reductions of inattentive symptoms according to the genotype from baseline to one
and to three months of treatment were respectively: G/G= 0.69 (SE=0.14) and
0.80 (SE=0.22); G/C=0.89 (SE=0.08) and 0.93 (0.08); C/C=0.49 (SE=0.9) and
0.67 (SE=0.09)]. Thus, it is also possible that once a threshold for action has been
achieved with the presence of one allele, a second allele would not be of
relevance, therefore compatible with a dominant model. Nevertheless, the reduced
number of subjects with G/G genotype in this sample (n=14) limits this analysis.
Studies on the functional significance of —1291 C>G polymorphism are necessary
to clarify the nature of its potential effect.

It is important to consider possible caveats of naturalistic studies. First, we did
not have a placebo arm in this trial, so we did not have an internal control to correct
for any effect of time (e.g., regression to the mean) or expectancy bias. The
improvement of ADHD symptoms in our sample was comparable to those
previously reported in randomized clinical trials.*> Although a placebo response
was likely present to some degree in our study and most likely decreased power by
reducing precision of measurement of drug response, it is unlikely that placebo

response has been systematically related to the polymorphism assessed. In
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addition, we minimized the chance that the higher reduction in inattentive scores
with MPH detected in carriers of the G allele might be attributed to other events,
since we performed an extensive assessment of potential confounders between
groups, a strategy which was not usually performed by previous pharmacogenomic
studies of ADHD. Second, MPH was administered with no control of adherence by
investigators. Although we were able to identify two patients with irregular use of
the medication, we cannot rule out that lack of adherence occurred in some extent
in the remaining sample. Nevertheless, there was an important overall
symptomatic reduction according to parents during follow-up. Third, although our
sample might have been small to detect significant effects of this polymorphism in
hyperactive-impulsive dimension and side events, we were able to include a larger
sample size than those from previous studies.?® 3% %° Additionally, this is the first
ADHD pharmacogenomic study addressing adverse events.

Although it is important to study single nucleotide polymorphisms in
reasonable candidate genes, it should be considered that their putative effects are
certainly small even if they were related to response to medication in ADHD. Thus,
the field strongly needs multi-site collaborative efforts to obtain larger samples, as
the one currently in development through the ADHD Molecular Genetics Network.
In addition, genome scan studies should incorporate response to medication in
their analyses.

Findings from neurobiological and pharmacological studies documented the
importance of the noradrenergic system for methylphenidate’s action.
Corroborating this hypothesis, we were able to demonstrate the role of a

polymorphism at ADRAZ2A in the reduction of inattentive scores associated with
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MPH use in subjects with ADHD. In this regard, further pharmacogenomic
randomized controlled trials with both full descriptions of sample ascertainment and
control for possible selection bias must be conducted to replicate our results and to

address different genes from the noradrenergic system.
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Table 1. Demographic and clinical characteristics of the sample according to

the presence of G allele.

G+ G- Pvalue
(G/IG and G/C (CIc
genotypes)  genotype)
n=66 n=40
Age - mean (SD) 10.2 (2.8) 10.4 (3.5) 0.7
Male gender - n (%) 49 (74) 33 (82) 0.3
IQ - mean (SD) 93.5(15.1) 95 (15.2) 0.6
ADHD subtype - n (%) 0.4
combined 38 (58) 24 (60)
inattentive 19 (29) 9 (22.5)
hyperactive 2 (3) 4 (10)
sub threshold 7 (10) 3 (7.5)
Comorbid disorders — n (%)
CD 9 (13.6) 8 (20) 0.4
ODD 31 (47) 24 (60) 0.2
Mood disorders 5 (7.6) 5(12.5) 0.5
Anxiety disorders 16 (24.6) 9 (22.5) 1
CGAS baseline scores - mean (SD) 61.3 (10.8) 60.7 (11.5) 0.8
SNAP-IV baseline scores -
mean (SD)
total 1.64 (0.58) 1.66 (0.53) 0.9
inattentive 2.05 (0.5) 1.92 (0.5) 0.18
hyperactivity-impulsivity 1.57 (0.82) 1.6 (0.7) 0.8
oppositional 1.3 (0.8) 1.4 (0.7) 0.4
SERS baseline score - mean (SD) 34.6 (22) 34.7 (20) 0.9
Previous use of medication - n (%) 4 (6) 3 (7.5) 1
Concomitant prescription of another 4 (6) 6 (15) 0.17
medication - n (%)
MPH doses prescribed at baseline - 0.48 (0.13) 0.53 (0.19) 0.19
mean (SD)
MPH doses prescribed at first 0.66 (0.2) 0.63 (0.17) 0.4

month - mean (SD)

Abbreviations: SD, standard deviation; n, absolute number; 1Q, intelligence coefficient; ADHD,
attention/deficit-hyperactivity disorder; CD, conduct disorder; ODD, oppositional defiant disorder;
CGAS, Children Global Assessment Scale; SNAP-IV, Swanson, Nolan, and Pelham scale - version
IV; SERS, Barkley’s Side Effect Rating Scale; MPH, methylphenidate. P values were calculated by
%’ test or Fisher's Exact Test (categorical variables), and the Student t test (continuous variables
with normal distribution).
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Figure 1. Mean SNAP-IV inattentive scores during methylphenidate treatment

according to the presence of G allele.
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Mixed Effect Model (n=106) - treatment over time: F; 195 =79.37; P<0.001;
presence of G allele: F 1115 =0.67; P=0.41; treatment over time *presence of G

allele: F2,193 =4.30; P=0.015.
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Figure 2. Effect of the G allele over A SNAP-IV inattentive scores from

baseline.
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108

7 ARTIGO 2

Genes DBH e NET1 e resposta ao tratamento com metilfenidato em criancgas

e adolescentes com TDAH

Guilherme Polanczyk'; Cristian Zeni'; Julia P. Genro? ; Ana Paula Guimarées?;

Tatiana Roman®; Mara H. Hutz?; Luis Augusto Rohde".

'Programa de Déficit de Atencao/Hiperatividade (PRODAH), Servico de Psiquiatria
da Infancia e Adolescéncia, Hospital de Clinicas de Porto Alegre, Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, Brasil. Departamento de Genética, Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, Brasil. *Departamento de Ciéncias Morfoldgicas,

Fundagao Faculdade Federal de Ciéncias Médicas de Porto Alegre, Brasil

Correspondéncia: Dr. Luis Augusto Rohde, Servigo de Psiquiatria da Infancia e

Adolescéncia, HCPA. Rua Ramiro Barcelos, 2350, Porto Alegre - RS, Brasil.

Este estudo foi parcialmente financiado por verbas concedidas pelo Conselho
Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico (CNPq, Brasil) (Projeto
471761/03-6) Programa de Apoio a Nucleos de Exceléncia (PRONEX, Brasil) e
Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

Conflitos de interesse: O PRODAH recebe apoio de Bristol-Myers Squibb, Eli-Lilly,
Janssen-Cilag e Novartis. Dr. Luis Augusto Rohde confere palestras ou € consultor

das mesmas companhias.



109

RESUMO

Um numero reduzido de estudos investigou a associagdo de genes e a
resposta clinica ao metilfenidato (MFD) no Transtorno de Déficit de
Atencao/Hiperatividade (TDAH). Em sua maioria, as evidéncias existentes
relacionam-se a genes do sistema dopaminérgico e ndo ha qualquer estudo
avaliando efeitos adversos. O objetivo deste estudo € avaliar a associagédo de dois
polimorfismos localizados no gene para a enzima dopamina-p-hidroxilase (DBH) e
um polimorfismo localizado no gene que codifica a proteina transportadora de
noradrenalina (NET1) e a resposta clinica e a ocorréncia de efeitos adversos ao
tratamento com MFD em criangas e adolescentes com TDAH. Um numero maximo
de 106 criancas e adolescentes foi incluido nas analises. Foi detectada uma
reducdo significativa dos escores totais de sintomas de TDAH durante os trés
meses de continuidade do tratamento (F=97.6; P<0.001). Foi detectada uma
interagao significativa entre homozigose para o alelo A2 e tempo em relagao aos
sintomas de hiperatividade-impulsividade durante o primeiro més (n=83; F=7.13;
P=0.009) e o terceiro més (n=80; F=3.01; P=0.05) de tratamento com MFD. N&o
foram detectadas outras associagdes entre os polimorfismos avaliados e reposta
ao MFD e ocorréncia de efeitos adversos. Sdo necessarios mais estudos acerca
de diferentes polimorfismos em genes noradrenérgicos e a resposta ao tratamento

com MFD.

Palavras-chave: TDAH, transtorno de déficit de atencao/hiperatividade,

farmacogendmica, farmacogenética, metilfenidato, estimulantes.
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INTRODUCAO

O Transtorno de Déficit de Atencéo/Hiperatividade (TDAH) é um disturbio
mental heterogéneo, caracterizado por sintomas marcados de desatencéo,
hiperatividade e impulsividade, presentes antes da idade escolar e que
freqientemente persistem durante a adolescéncia e a idade adulta (1).
Aproximadamente 4% das criangas e adolescentes sédo afetadas em todo o mundo
(2), havendo um importante comprometimento em diversos aspectos das suas
vidas, com repercussdes para a sociedade em geral (3).

A farmacoterapia com estimulantes, principalmente com o metilfenidato
(MFD), esta associada a redugao dos sintomas e dos prejuizos em cerca de 70%
das criangas inicialmente tratadas com esta medicagdo. Aproximadamente 30%
das criancas nao demonstram melhora ou nao toleram os efeitos adversos,
principalmente insdnia e diminui¢cao de apetite (4).

A etiologia do TDAH é fortemente associada a fatores genéticos (5). Analises
conjuntas de estudos de gémeos sugerem uma estimativa do coeficiente de
herdabilidade de aproximadamente 0.8 (5). Baseados em dados neurobiolégicos,
estudos moleculares avaliaram extensamente o papel de genes dopaminérgicos,
tais como o gene para o transportador de dopamina (DAT1) e os genes para 0s
receptores dopaminérgicos D4 (DRD4) e D5 (DRD5) (6;7).

Evidéncias recentes embasam o papel do sistema noradrenérgico no TDAH
(8;9). Estudos com modelos animais sugerem que projecdes noradrenérgicas para
o cortex pré-frontal (CPF) melhora fungbes como a memoria de trabalho (10).

Evidéncias farmacoldgicas indicam a importancia do sistema noradrenérgico para
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as atividades cognitivas nesta regido cerebral, provavelmente relacionadas ao
TDAH (9;11). A efetividade da atomoxetina, um inibidor altamente especifico do
transportador de noradrenalina, com minima afinidade para outros transportadores
ou receptores, também aponta para a importancia desta via no TDAH (12).

A farmacogendmica tem o potencial de identificar a associagdo entre
polimorfismos estruturais e eventos relacionados ao tratamento medicamentoso,
tais como melhora clinica e efeitos adversos (13). Estudos de farmacogenética
acerca do tratamento do TDAH implicaram genes dopaminérgicos na resposta ao
MFD, principalmente DAT1 e DRD4 (14;15).

Até o momento, apenas dois estudos avaliaram genes noradrenérgicos.
Hamarman et al. (16) avaliaram o polimorfismo Taqgl no gene que codifica a
enzima dopamina-B-hidroxilase (DBH). A DBH catalisa a conversdo da dopamina
em norepinefrina. Alteragdes da atividade plasmatica desta enzima foram
detectadas em pacientes afetados por diversos transtornos mentais e neurologicos
e variagdes alélicas em polimorfismos do gene para a enzima dopamina--
hidroxilase (DBH) estado relacionadas a variabilidade plasmatica da atividade da
DBH (17). Os autores n&o encontraram efeito do polimorfismo avaliado sobre a
dose necessaria para melhora dos sintomas de TDAH (A2-Taql presente: n=39;
dose=39 mg/dia versus A1- Tagl ausente: n=6; dose=39 mg/dia; P=0.97) (16). O
gene que codifica a proteina transportadora de noradrenalina (NET1) foi o outro
gene do sistema noradrenérgico avaliado por através de um enfoque
farmacogenémico. Em uma amostra de criangas chinesas com TDAH, Yang et al.
(18) demonstraram que individuos com o alelo 1287G de um polimorfismo de

nucleotideo unico (SNP) no éxon 9 do NET1 apresentaram redugéo
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significativamente maior dos escores de hiperatividade-impulsividade do que
individuos sem este alelo com o tratamento com MFD.
Buscamos avaliar a associacdo dos polimorfismos DBH Taql e Hhal e NET1

Bsll e a resposta clinica ao tratamento com MFD em uma amostra de criangas e

adolescentes com TDAH.



113

METODOS

Delineamento

Este € um estudo de associagdo aninhado em um quasi-experimento.

Sujeitos

Foram convidadas a participar do estudo todas as criancas e adolescentes
avaliados consecutivamente no Programa de Déficit de Atencao/Hiperatividade
(PRODAH), Hospital de Clinicas de Porto Alegre, durante dois anos. Este estudo
foi aprovado pelo Comité de Etica do Hospital. Foi obtido consentimento por
escrito dos pais e concordancia verbal das criangas apds esclarecimentos.

Os critérios de inclusao primarios foram: a) diagndstico de TDAH conforme os
critérios do DSM-IV (1); b) idade entre 4 e 17 anos; c) etnia branca; d) auséncia de
uso prévio de MFD ao longo da vida; e) dose de MFD prescrita na avaliagao inicial
> 0.3 mg/kg/dia. Sujeitos que preencheram os critérios diagnosticos do DSM-IV
exceto pelo critério do inicio do prejuizo (sintomas causando prejuizo antes dos 7
anos de idade) foram incluidos, uma vez que pesquisas recentes nao corroboram

a validade deste critério (19;20).

Procedimentos diagndsticos e avaliagdes clinicas

Os procedimentos diagnosticos adotados pelo PRODAH ja foram
extensamente descritos (21). Brevemente, o diagnéstico de TDAH e de
comorbidades foi alcangado apds um processo com trés estagios: 1) entrevista

clinica semi-estruturada (Schedule for Affective Disorders and Schizophrenia for
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School-Age Children - Epidemiologic version [K-SADS-E]), 2) discussao
diagndstica em um comité clinico, 3) avaliagao clinica. As avaliagdes clinicas
foram realizadas por psiquiatras da infancia e adolescéncia no momento inicial,
em 30 e 90 dias de tratamento com MFD.

As medidas primarias de desfecho para avaliagdo dos sintomas de TDAH
foram as quatro sub-escalas da escala Swanson, Nolan e Pelham - versao IV
(SNAP-IV) (escore total: 26 itens, desatencdo: 9 itens, hiperatividade-
impulsividade: 9 itens, oposi¢cédo: 8 itens) pontuadas pelos pais. Os escores de
oposigao foram incluidos uma vez que o transtorno oposicional desafiante (TOD)
encontra-se frequentemente presente em criangas com TDAH (22). A SNAP-IV é
baseada na pontuacdo dos sintomas em uma escala de 0 a 3 e vem sendo
frequentemente utilizada por investigagdées acerca do TDAH, inclusive por aquelas
desenhadas para a avaliar intervengdes clinicas (23).

Os pais foram entrevistados quanto aos efeitos adversos através da Escala
de Efeitos Adversos de Barkley (SERS). A SERS lista 17 efeitos adversos
associados com estimulantes. A gravidade de cada sintoma é pontuado de 0 a 9
(24).

Os clinicos completaram a Escala de Avaliacdo Global de Criangas (CGAS)
(25). A CGAS ¢é uma medida de funcionamento global de criangas e adolescentes
amplamente utilizada, com adequadas propriedades psicométricas (confiabilidade
teste-reteste e entre entrevistadores e validade concorrente/discriminative). A
escala permite pontuacdes de 0 a 100, sendo escores mais altos relacionados a

um melhor funcionamento global (25).
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Intervencédo farmacoldgica

Os pacientes foram tratados de acordo com o protocolo do PRODAH (21). As
doses foram aumentadas até que n&o houvesse possibilidade de melhora
adicional ou até que surgissem efeitos adversos limitantes (21). Os psiquiatras
eram cegos ao gendtipo do paciente. As doses meédias de MFD prescritas na
avaliagéo inicial e na avaliagdo de 1° més de tratamento foram de 0.5 e 0.65

mg/kg/dia, respectivamente.

Genotipagem

Foi extraido DNA de alto peso molecular de linfocitos do sangue periférico
através de um procedimento de salting out (26). Os polimorfismos foram
amplificados através da reagdo em cadeia da polimerase (PCR), com primers e
protocolos conforme previamente relatados para o DBH Taql (27) e para o DBH
Hhal (17), e conforme descrito abaixo para o NET1 Bsill.

O gene DBH localiza-se no cromossomo 9q34, tem aproximadamente 23 kb
de extensdo e contém 12 exdns (28). A enzima Tagql identifica um polimorfismo bi-
alélico gerado pela transicdo T — C no intron 5, com uma banda nao digerida de
464 pb (alelo A1: Taql ausente) e duas bandas de 300 e de 164 pb (alelo A2: Taq|
presente) (27). A enzima Hhal identifica um sitio de restricdo na regidao promotora
do DBH, criado pela transicao C — T na posi¢ao -1,021. A digestao pela Hhal
identifica uma banda nao digerida de 130 pb (alelo C) ou duas bandas de 110 e de
20 pb (alelo T) (17).

O gene NET1 localiza-se no cromossomo 16q12.1, sendo formado por 14

exéns, com um tamanho de cerca de 45 kb (29). A transigcdo T — C localizada na
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regido promotora, a -182 pb (30), foi amplificada de acordo com os primers
desenhados a partir do GenBank, sendo forward 5° CCC AAC CTC TGT TTC CCA
AT 3 e reverse 5 CGA GGC TCT GCT TGG ATA AA 3. As reagdes de PCR
foram realizadas em volumes totais de 25 pl, contendo 50 ng de DNA, 0.5 uM de
cada primer, 250 uM de cada dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 1U de Taq DNA
polimerase, e 1x de tamp&o Taqg. As condicdes de PCR consistiram de um passo
inicial de desnaturacdo a 94°C por 5 min, seguidos por 40 ciclos que incluiram
desnaturagao a 94°C por 30s, anelamento a 55°C por 30s, e extensao por 30s a
72°C, finalizando-se com uma extensao final a 72°C por 5 min. Dez ul dos
produtos da PCR foram aplicados em gel de agarose a 1.5% (1x tampé&o TBE, por
10 min a 120 V) para confirmar a amplificagdo. Os fragmentos de 177 pb obtidos
foram entdo digeridos com a endonuclease de restricdo Bsll por 2 h a 55°C,
utilizando 9 ul do produto da PCR, 5 U da enzima, e 1x de tamp&o Bsl. Os
fragmentos digeridos foram separados por eletroforese em gel de agarose a 2.5%
(1x tampéo TBE por 1 h a 90 V). Os géis foram corados com brometo de etidio e
visualizados sob luz ultra-violeta para leitura dos genotipos. A presenca da base T
ndo € reconhecida pela Bsll, conservando-se o fragmento de 177 pb. Ja a
presenca da base C é reconhecida pela enzima, dando origem a dois fragmentos

de 132 pb e 45 pb.

Andlises estatisticas
As diferencas entre os grupos quanto a caracteristicas demograficas, Ql,

subtipo de TDAH, comorbidades, uso prévio de medicagao, escores basais nas
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medidas de desfecho e dose prescrita de MFD foram comparadas através do teste
de % ou do teste exato de Fisher (para varidveis categéricas) e do teste t de
Student (para variaveis continuas com distribuicdo normal).

Para analisar os escores nas sub-escalas da SNAP-IV, nas escalas CGAS
e SERS, foi empregada ANOVA para medidas repetidas. Este teste estatistico
assume que as observagdes nao sado independentes umas das outras havendo
uma correlagdo entre elas, pois se referem a um mesmo sujeito em diferentes
momentos do tempo. Dessa forma, foram examinados os efeitos do tempo, do
grupo (baseado na presencga de um alelo ou de um gendétipo) e da interagao entre
ambos os fatores sobre os escores. Potenciais variaveis confundidoras foram
definidas através da analise conceitual da literatura e/ou através de uma definicao
estatistica (presenca de associacédo com o fator em estudo e com o desfecho para
um valor de P<0.10). Além disso, as analises de eficacia foram restringidas para
pacientes com escores basais > 1 nas sub-escalas da SNAP-IV ou < 71 na CGAS,
0 que permitiu que houvesse possibilidade de melhora, estratégia implementada
em investigacoes prévias (31;32).

Com o objetivo de evitarmos testes excessivos e incorrermos em erros tipo
I, foi pré-definido um protocolo de andlise: 1) foram analisados os dados referentes
ao primeiro més de tratamento e, se significantes em relagdo a um alelo de risco
ou gendtipo neste momento, s6 entdo foram analisados os dados referentes ao
terceiro més de tratamento através da ANOVA para medidas repetidas. Foi
utilizada a estratégia de ultima observagcao levada para frente (last observation
carried forward) com pacientes que nao retornaram para avaliagdo do terceiro

més; 2) a amostra foi estratificada com o objetivo de refinar o fenétipo dos sujeitos
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(de acordo com a presenga de comorbidade, subtipo de TDAH, presenca de
transtorno de conduta ou transtorno de humor bipolar e gravidade dos sintomas)
se resultados significantes fossem encontrados nas analises globais. Este enfoque
garantiu analises conservadoras.

Nas analises secundarias, foram investigados os efeitos da interagao entre
genes na diferenga dos escores (pré-tratamento — tratamento no 1° més) totais na
SNAP-IV através da ANOVA. Devido a restricbes de tamanho amostral, foram
avaliadas apenas interacdes dois a dois. Assim, foram testadas cinco possiveis
interacbes em relagdo a resposta ao MFD: DBH Taqgl (presenga do alelo A2,
genotipo A2A2), DBH Hhal (gendtipo CC) e NET1 Bsll (gendtipo TT). As analises
de interagao foram realizadas no contexto do efeito principal dos alelos de risco
individuais ou dos genodtipos. Além disso, potenciais variaveis de confusao
identificadas para ambos os polimorfismos individualmente foram incluidas nestas
analises.

As analises foram conduzidas através do programa estatistico SPSS versao
12.0. Foi aceito um nivel de significancia de 5% em todas as analises (exceto para

confundidores). Os testes foram bi-caudais.
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RESULTADOS

Durante o periodo de estudo, 116 pacientes foram incluidos (com dados
disponiveis referentes a avaliagdo inicial e ao 1° més de tratamento) (Tabela 1).
Em relacdo as caracteristicas iniciais, ndo foram detectadas diferencas
significativas entre sujeitos incluidos e nao incluidos em relagédo a género, idade
Ql, subtipo de TDAH, perfil de comorbidades (transtornos de ansiedade, de
humor), escores de funcionamento global, escores da SNAP-IV (respondida por
pais e professores) e doses prescritas de MFD (P>0.1). Estes pacientes diferiram
significativamente daqueles nao incluidos no estudo apenas em relacédo a
frequéncia de transtorno de conduta (16.4% versus 3.6%; P=0.023). As
propor¢goes de casos excluidos e a comparagdo com os incluidos também
variaram conforme o desfecho investigado. Assim, realizamos comparagdes entre
ambos os grupos de pacientes nas analises de todos alelos / gendtipos e
desfechos investigados (disponiveis mediante solicitagao).

Através da ANOVA para medidas repetidas, detectamos uma reducgao
significativa dos escores totais na SNAP-IV durante o periodo de
acompanhamento (F = 94.9; P<0.001), sugerindo a eficacia do tratamento. Houve
uma diferenga significativa entre os escores basais e no 1° més (t=10.11;
P<0.001), mas nao entre os escores do 1° e do 3° més (t=1.53; P>0.05). No 1°
més de tratamento com MFD, 55.3% dos pacientes alcangaram uma reducéo de
30% no escore total da SNAP-IV. Apds trés meses de tratamento, 59.4% dos

pacientes apresentaram uma redugao de 30% no escore total da SNAP-IV.
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DBH Taql

As frequéncias alélicas calculadas foram de 0.42 para o alelo A1 e 0.58 para
o alelo A2, considerando o numero maximo de pacientes incluidos. As frequéncias
genotipicas foram de 0.15, 0.54 e 0.31 para os individuos A1A1, A1A2 e A2A2,
respectivamente. Estas frequéncias encontram-se em equilibrio de Hardy-
Weinberg.

Nao houve efeito da interagdo entre a presenca do alelo A2 e o tempo em
relacdo aos escores total (n=91; F=0.021; P=0.88), desatencdo (n=106; F=0.2;
P=0.65), hiperatividade-impulsividade (n=83; F=0.001; P=0.97), e oposi¢ao (n=66;
F=0.001; P=0.98), bem como com os escores da CGAS (n=101; F=0.029; P=0.86)
e da SERS (n=106; F=1.72; P=0.19) durante o 1° més de tratamento com MFD. A
variavel género foi incluida como confundidora entre os grupos nas analises dos
desfechos SNAP-IV sub-escala desatencéo e CGAS.

Nao houve efeito da interacdo entre o gendtipo A2A2 e o tempo em relagéo
aos escores total (n=91; F=3.08; P=0.83), desatencéo (n=106; F=1.49; P=0.22), e
oposicdo (n=66; F=3.12; P=0.082) da SNAP-IV, bem como com os escores da
CGAS (n=101; F=1.08; P=0.29) e da SERS (n=106; F=0.7; P=0.4) durante o 1°
més de tratamento com MFD. Nao houve variavies confundidoras nestas analises.
Entretanto, durante o 1° més de tratamento com MFD, houve uma interagdo
significativa entre o gendtipo A2A2 e tempo detectada nos escores de
hiperatividade-impulsividade (n=83; F=7.13; P=0.009). Esta interagdo também foi
observada no 3° més de tratamento (n=80; F=3.01; P=0.05). Individuos A2/A2,
quando comparados aos individuos A2/A1 e A1/A1, alcangaram menor reducao

dos escores de hiperatividade-impulsividade da SNAP-IV no 1° més (1.3 versus
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1.17), mas maior redugdo destes escores no 3° més (1 versus 1.14). Apos a
extratificagdo da amostra, a interagdo manteve-se apenas entre o genétipo A2/A2
e tempo em pacientes com subtipos combinado + hiperativo-impulsivo (n=62;

F=6.73; P=0.012).

DBH Hhal

As frequéncias alélicas calculadas foram de 0.8 para o alelo C e 0.2 para o
alelo T, considerando o numero maximo de pacientes incluidos. As frequéncias
dos gendtipos foram de 0.64, 0.31 e 0.05 para os individuos CC, CT e TT,
respectivamente. Estas frequéncias encontram-se em equilibrio de Hardy-
Weinberg.

Nao houve efeito da interagdo entre o gendtipo CC e tempo em relagcéo aos
escores total (n=75; F=0.25; P=0.61), desatencdo (n=82; F=3.53; P=0.64),
hiperatividade-impulsividade (n=69; F=0.35; P=0.85) e oposi¢cdo (n=56; F=0.92;
P=0.76) da SNAP-IV, bem como com os escores da CGAS (n=79; F=0.13;
P=0.71) e da SERS (n=85; F=0.31; P=0.57) durante o 1° més de tratamento com
MFD. A variavel género foi incluida como variavel de confusdo entre os grupos na
analise do escore da CGAS.

Devido a baixa frequéncia de individuos sem o alelo C (5%), ndo realizamos

comparacgoes entre aqueles com e sem este alelo.

NET1 Bsll
As frequéncias alélicas calculadas foram de 0.78 para o alelo T e 0.22 para o

alelo C, considerando o numero maximo de pacientes incluidos. As frequiéncias
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dos gendtipos foram de 0.59, 0.38 e 0.03 para os individuos TT, TC e CC,
respectivamente. Estas frequéncias encontram-se em equilibrio de Hardy-
Weinberg.

Nao houve efeito da interagdo entre o gendtipo TT e tempo em relagdo aos
escores total (n=89; F=0.43; P=0.51), desatencdo (n=99; F=0.84; P=0.36),
hiperatividade-impulsividade (n=78; F=0.21; P=0.64) e oposicdo (n=61; F=0;
P=0.99) da SNAP-IV, bem como com os escores da CGAS (n=94; F=0.68; P=0.4)
e da SERS (n=101; F=0.001; P=0.97) durante o 1° primeiro més de tratamento
com MFD. N&o houve variavies confundidoras nestas analises.

Devido a baixa frequéncia de individuos sem o alelo T (3%), ndo realizamos

comparacgoes entre aqueles com e sem este alelo.

Interacdo entre genes

Nas analises secundarias, exploramos o efeitos de todas as interagdes dois a
dois em relacdo a resposta ao MFD. Nao encontramos evidéncias de interacéo
entre os polimorfismos estudados e redugao no escore total da SNAP-IV apds um

més de tratamento com MFD (P>0.05).
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DISCUSSAO

Em um estudo de farmacogenética de criancas e adolescentes com TDAH
tratadas com MFD, detectamos um efeito paradoxal do gendtipo A2/A2 do
polimorfismo Tagl do gene DBH sobre os escores de hiperatividade-impulsividade
apo6s 1 e 3 meses de tratamento. Nao detectamos efeito deste polimorfismo sobre
os outros desfechos avaliados, bem como dos polimorfismos Hhal do mesmo
gene e Bsll do gene NET1 em relagéo a redugao de sintomas do TDAH, melhora
no funcionamento global e ocorréncia de efeitos adversos apdés um més de
tratamento com MFD. Adicionalmente, ndo foram detectadas interagcbes entre os
polimorfismos estudados e resposta ao MFD.

Nossos achados positivos em relagéo ao efeito do polimorfismo Taql do gene
DBH em relagdo aos escores de hiperatividade-impulsividade vao de encontro a
resultados prévios que sugerem que a dosagem necessaria de MFD para que
ocorra melhora de sintomas nao encontra-se associada a este polimorfismo (16).
Individuos com o gendtipo A2/A2 apresentaram menor redugdo de sintomas deste
dominio apos 1 més de tratamento com MFD (1.3 versus 1.17). Entretanto, apés 3
meses de tratamento, apresentaram maior reducéo de sintomas de hiperatividade-
impulsividade do que os individuos A2/A1 e A1/A1 (1 versus 1.14). Embora a
estratégia de analise empregada tenha sido conservadora, n&o podemos
descartar a possivel natureza espuria deste achado. Nao ha nenhuma razéao
conceitual para que esperemos que a influéncia de um alelo ou de um genétipo
sobre a resposta a um tratamento medicamentoso altere durante o tempo. Na

mesma direcao desta hipotese, estudos de genética molecular sugerem que o
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papel do alelo A2 do polimorfismo Taqgl no gene DBH no TDAH néao seja restrito
aos escores de hiperatividade (33).

Avaliamos também o polimorfismo Hhal na regido promotora deste gene, que
parece ser um importante marcador genético para a atividade plasmatica da DH
(17). Zhang et al. (34) avaliaram este polimorfismo em uma amostra de familias
chinesas com TDAH através do risco relativo de hapldtipos (HRR). Os autores
evidenciaram que o alelo T era um fator de risco para o TDAH combinado em
meninos (P=0.02). Em uma re-analise, demonstraram que o alelo T era
preferencialmente transmitido em individuos com TDAH combinado com
comorbidade com transtorno disruptivo do comportamento (TDC) (P<0.05) e o
alelo C em individuos com TDAH sem TDC (P<0.05). Entre os trés subtipos de
TDAH, apenas individuos com TDAH subtipo combinado com TDC apresentaram
um aumento da transmissao preferencial do alelo T (P=0.05) (35). Os nossos
achados em relagao a este polimorfismo foram negativos.

Avaliamos um polimorfismo ainda nao investigado (Bsll) no gene NETL1. Yang
et al. (18) demonstraram a associagcdo entre a presenca do alelo 1287G e a
redugdo significativamente maior dos escores de hiperatividade-impulsividade
apo6s tratamento com MFD. N6s avaliamos um polimorfismo diferente, localizado
na regiao promotora deste gene. Na mesma diregdo que um recente estudo de
associagao com achados negativos em relagdo a este polimorfismo e TDAH (36),
nao encontramos uma associagao entre este polimorfismo e resposta ao MFD.

Apenas um estudo prévio na literatura avaliou interagdes entre genes na area
da farmacogenética do TDAH. Seeger et al. (37) relataram que pacientes com

transtorno hipercinético que apresentaram o alelo de sete repeticdes do DRD4 e
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homozigose para o alelo de brago longo (L, insercédo de uma sequéncia de 44pb
na regiao promotora do gene) no gene para o transportador de serotonina (5-
HTT), isto €, individuos com o gendtipo DRD4*7/5-HTT LL, obtiveram menor
redugdo no funcionamento global durante o tratamento com MFD. As nossas
analises de todas as possiveis interacdes falharam em demonstrar efeitos destas
na resposta ao MFD.

Como podemos integrar os nossos achados a literatura emergente acerca da
farmacogenética do TDAH? E importante salientar que fomos capazes de localizar
apenas dois estudos prévios na literatura que avaliaram o papel de genes do
sistema noradrenérgico na resposta ao tratamento farmacolégico para o TDAH. A
interpretagcdo mais simplista para os nossos achados € de que estes polimorfismos
nao apresentam efeitos sobre a resposta clinica e a ocorréncia de efeitos
adversos associados ao uso de MFD. Entretanto, ndo podemos excluir o fato de
que nao encontramos associag¢des devido a falta de poder do estudo, mesmo que
tenhamos avaliado possiveis efeitos destes genes na maior amostra de pacientes
ja publicada. Como demonstrado em estudos de associagdo (38), achados
negativos e néo replicacao de achados positivos sdo esperados quando amostras
ndo sdo muito grandes. E possivel que isto ocorra em estudos de
farmacogenémica. Além disso, realizamos analises de dados conservadoras a fim
de evitarmos a identificacdo de associagdes espurias. Como esperado, quando
diminuimos a chance de incorrermos em Erro tipo | aumentamos a chance de
incorrermos em Erro tipo Il.

Mesmo considerando estas questdes que potencialmente possam ter

influenciado os resultados, nosso estudo avangou em relagdo as investigagoes
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prévias de farmacogenética do TDAH. Incluimos um numero de pacientes maior
em relagdo aos estudos ja realizados e pela primeira vez foi estudada a
associacao de polimorfismos com a ocorréncia de efeitos adversos. Ao
analisarmos os efeitos de alelos ou de gendtipos, consideramos cuidadosamente
os efeitos de possiveis viéses de selegdo sobre os nossos achados e realizamos,
entdo, comparagdes entre sujeitos incluidos e excluidos quanto a diversas
variaveis, uma estratégia nao usualmente empregada por estudos de genética
molecular e de farmacogenética do TDAH. Finalmente, a selecédo dos genes
avaliados neste estudo foi baseada em efeitos documentados e/ou potenciais no
TDAH (DBH Tagl e NET1 Bsll) ou com demonstrada funcionalidade (DBH Hhal).
Embora seja importante estudarmos polimorfismos de nucleotideos unicos
em genes candidatos razoaveis, deve ser considerado que o seu efeito provavel é
certamente pequeno, mesmo que relacionado a resposta a medicacdo. Assim,
para o crescimento deste campo da ciéncia, esforgos entre diferentes grupos sao
necessarios com o objetivo de estudarmos um maior numero de pacientes, como
aquele atualmente em desenvolvimento através do ADHD Molecular Genetics
Network. Ainda, varreduras genémicas devem incorporar a resposta a medicagao
como um desfecho para as suas analises. Finalmente, uma vez que dados de
estudos neurobiolégicos e farmacolégicos indicam a importédncia do sistema
noradrenérgico na patofisiologia e tratamento do TDAH, outros estudos
farmacogenémicos focados nestes genes e nas interagdes entre eles e entre o

ambiente devem ser realizados.
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Tabela 1. Caracteristicas demogréaficas e clinicas dos sujeitos incluidos

(n=116)

Idade - média (DP)

Meninos - n (%)

Ql - média (DP)

TDAH (subtipos) - n (%)
combinado
desatento
hiperativo-impulsivo
sublimiar

Transtornos comorbidos — n (%)
TC
TOD

Transtornos do humor
Transtornos de ansiedade

CGAS - média (DP)

SNAP-IV escores basais - média (DP)
total
desatencao
hiperatividade-impulsividade
oposicao
SERS escores basais - média (DP)
Uso prévio de medicacgéo - n (%)
Prescricdo de outra medicacéo - n (%)

Dose basal de MFD prescrita- média (DP)

Dose de MFD prescrita no 1° més - média (DP)

10.2 (3.1)
88 (76)
94.3 (14.8)

66 (56.8)
30 (25.9)
9 (7.8)
11 (9.5)

19 (16.4)
57 (49.1)
10 (8.7)

26 (22.4)

60.6 (11.3)

0.57)
(0.57)

1.6 (
1.92
1.55 (0.79)
1.3 (
6

3(0.74)
33.6 (21)
7 (6)

10 (8.6)
0.5 (0.15)

0.65 (0.20)

DP = desvio padrédo; n = numero absoluto; Ql = coeficiente de inteligéncia;
TDAH = transtorno de déficit de atencao/hiperatividade; TC = transtorno de

conduta;, TOD = transtorno oposicional

desafiante;

MFD = metilfenidato.
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8 CONCLUSOES

Este estudo demonstrou o efeito do polimorfismo ADRA2A Mspl na redugcao
de sintomas de desatencdo em criangas e adolescentes com TDAH tratados com
MFD durante trés meses de acompanhamento. Nao encontramos associagbes
entre este polimorfismo e os demais desfechos avaliados, bem como associagdes
consistentes ou significativas dos polimorfismos DBH Tagl, DBH Hhal e NET1 Bsli
ou da interagao entre eles e melhora sintomatolégica, melhora do funcionamento

global ou ocorréncia de efeitos adversos em resposta ao tratamento com MFD.

As evidéncias clinicas consistentes encontradas quando a importancia do
ADRAZ2A corroboram dados bioquimicos, neurobiolégicos e farmacoldgicos
existentes e indicam a necessidade de mais estudos acerca da participacao deste
gene e do sistema noradrenérgico na resposta clinica ao tratamento com MFD e
na patofisiologia do TDAH. Nossos achados positivos em relagdo ao efeito do
polimorfismo Tagl do gene DBH em relacdo aos escores de hiperatividade-
impulsividade sao contraditérios, uma vez que individuos com o gendtipo A2/A2
apresentaram menor redugdo dos sintomas deste dominio apés 1 més de
tratamento com MFD e maior reducdo destes sintomas apds 3 meses de
tratamento. Embora a estratégia de analise empregada tenha sido conservadora,
nao podemos descartar a possivel natureza espuria deste achado, ja que ndo ha
razao conceitual que justifique a inversao do efeito de um alelo ou de um gendtipo

sobre a resposta a um tratamento medicamentoso ao longo do tempo.
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Uma revisao critica da literatura acerca da farmacogenética do TDAH indica
claramente inumeras limitagbes, como: a) numero reduzido de estudos; b)
diversas metodologias empregadas; c) preponderancia de estudos que avaliam
SNPs em detrimento de estudos que avaliam haplétipos ou interacdes entre
genes; d) preponderancia de estudos que avaliam resposta somente ao MFD; e)
tamanhos amostrais com baixo poder para detectar associagdes significativas de
pequeno efeito; f) auséncia de estudos que avaliam a correlagéo entre genes e
efeitos adversos; g) auséncia de estudos que avaliam a interagdo de genes e
ambiente em relagao a resposta e aos efeitos adversos a medicagcbes usadas no
tratamento do TDAH; h) auséncia de estudos que avaliam o metabolismo das

medicagdes.

A discussdo a respeito da possivel aplicacdo destes resultados na pratica
clinica deve ser amparada em cuidados éticos. E importante tornar claro aos
pacientes incluidos nos estudos que estamos distantes do momento em que
incorporaremos os resultados destas pesquisas a pratica clinica. Achados futuros
advindos de estudos de farmacogenética podem colaborar para identificar
subgrupos de pacientes que necessitam ser tratados inicialmente com outras

medicagdes, como antidepressivos triciclicos e atomoxetina.

Para lidar com estes desafios, esperamos que novas metodologias sejam
incorporadas ao campo da farmacogenética, como a varredura genémica e a

investigagao de haplétipos. Ao mesmo tempo, acreditamos que esforgos conjuntos



133

entre diferentes grupos de pesquisa possam ser implementados no sentido de

agregar amostras e conhecimentos, o que conferirda maior poder aos estudos.
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Highlights:

e ADHD is a disorder with a strong participation of genetics in its etiology
(estimates of heritability of approximately 0.80) and a high rate of response
to medication (more than 70 % of the patients have good response to
medication).

e Few studies on the pharmacogenomics of ADHD were conducted. The
majority of investigations are on individual polymorphisms at dopaminergic

genes.
e Almost all studies assess the effects of genes in the response to
methylphenidate.

e Preliminary findings are contradictory even for the VNTR polymorphism in
the 3’ untranslated region at DAT1 gene (the most assessed polymorphism).
However, findings from some studies with different samples seem to
suggest that 10/10 homozygous subjects would display less improvement of
ADHD symptoms than individuals with other genotypes. According to some
neuroimaging investigations, this lower effect might be related to a higher
density of the dopamine transporter (or a more active dopamine transporter)
in 10/10 individuals than in subjects without this genotype.

e Few investigations addressed the role of non-dopaminergic genes, or gene
to gene interactions in ADHD pharmacogenomics. Preliminary data suggest
an association between response to MPH and an Mspl polymorphism in the
promoter region of the ADRA2A gene. Another study suggests different
responses to MPH in hyperactive-impulsive scores according to NET1 gene
G1287A genotypes.

e Comparability between studies is difficult due to completely different
methodologies. Multi-site collaborative efforts to obtain larger samples with
standardized methodology should be encouraged.
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ABSTRACT
Attention-Deficit/Hyperactivity Disorder (ADHD) is a very prevalent heterogeneous
psychiatric disorder. An impressive literature documents both a strong participation
of genetics in its etiology and a high rate of response to medication. However, few
studies on the pharmacogenomics of ADHD were conducted. This systematic
review aims to present a critical discussion of findings from recent investigations
on this emerging area of research. The majority of investigations are on individual
polymorphisms at dopaminergic genes, especially on polymorphisms at the
dopamine transporter gene (DAT1). Almost all studies assess the effects of genes
in the response to methylphenidate (MPH). Some preliminary results suggest the
association between the homozigosity for the 10-repeat allele at DAT1 and poor
response to methylphenidate. However, other studies reported contrasting
findings. Very few investigations addressed the role of non-dopaminergic genes,
or gene to gene interactions in ADHD pharmacogenomics. Recent findings from
our lab suggesting an association between response to MPH and an Mspl
polymorphism in the promoter region of the ADRA2A gene are discussed.
Pharmacogenomic studies of ADHD are in their infancy. Comparability between
studies is difficult due to completely different methodologies. Multi-site
collaborative efforts to obtain larger samples with standardized methodology

should be encouraged.
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INTRODUCTION

Although Attention-Deficit/Hyperactivity Disorder (ADHD) is a heterogeneous
disorder, the core symptoms include marked inattention, hyperactivity and
impulsivity [1]. A recent systematic review of the literature on the prevalence of
ADHD was able to document the presence of the disorder worldwide [2]. In non-
referred samples of school-age children, the prevalence of ADHD is between 3%
and 6%, and its symptoms persist in more than 60% of patients in adolescence
and adulthood [3,4,5]. The disorder is associated with morbidity and disability

across the life cycle and has a severe social impact [6].

Findings from several research approaches including neuroimaging,
neurochemical, and molecular genetic investigations provide a strong evidence for
the validity of ADHD as a syndrome with important neurobiological bases (see for a
revision, Castellanos and Tannock, 2002) [7]. Family, twin and adoption studies
strongly support a role for genetic components in the etiology of the disorder.
These studies documented a moderate to high heritability. In this regard, twins’
studies converge on estimates of heritability of approximately 0.80 [8]. As in
several neuropsychiatric disorders, the vulnerability is likely to be due to many

genes, each of them with a small effect [9].

Pharmacotherapy is a fundamental component in the treatment of ADHD.
Many studies have clearly documented the efficacy of stimulants (e.g.,

methylphenidate) in reducing the symptoms of ADHD, as well as in improving the
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functioning of several other domains. The methylphenidate’s mechanism of action,
although not completely understood, involves inhibition of the dopamine transporter
[10,11]. In addition, emerging amounts of data have been published supporting the
efficacy of atomoxetine (a newly developed non-stimulant drug) in the treatment of
ADHD. Atomoxetine is a highly specific inhibitor of the noradrenaline transporter
with minimal affinity for other noradrenergic receptors or other neurotransmitter

transporters or receptors [12,13].

Pharmacogenetics refers to the understanding of the hereditary basis for
variability in response and adverse drug reactions to pharmacological agents
among individuals [14]. The scope of pharmacogenomics involves the study of the
link between structural polymorphism in genes and variable response to drugs [15].
Although there is an impressive literature documenting both a strong participation
of genetics in the etiology of the disorder and a high rate of response to stimulants
and atomoxetine, surprisingly few studies on pharmacogenomics of ADHD were

conducted [16].

This review aims to present a critical discussion of findings from recent
investigations on this emerging new area of research, the pharmacogenomics of
ADHD. To accomplish this task, we performed a systematic computer review of the
literature using three data bases: PubMed, PSYCHINFO, and Scielo (Scientific
Library on Line). References were searched using the following strategy:
pharmacogen*[Title/Abstract] AND (ADHD[Title/Abstract] OR attention-deficit

[Title/Abstract] OR attent*[Title/Abstact] OR hyperact*[Title/Abstract] OR
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methylphenidate [Title/Abstract] OR atomoxetine[Title/Abstract] OR
amphetamine[Title/Abstract]). All abstracts, including those in other languages than
English were suitable for revision. We extensively checked all references from the
papers found through this process. In addition, we contacted several research
centers worldwide involved in research on ADHD genetics asking for any kind of
non-published data relevant for the topic of this revision. This review strategy
determined 66 abstract to be reviewed; 9 presented non-duplicated research
findings on ADHD pharmacogenomics; 8 were reviews of the literature. Contact
with other investigators resulted in more 6 studies presented in medical meetings
or yet non-published. The pharmacogenomic data on ADHD are presented in five
sections: a) Studies of the association between individual polymorphisms and
response to stimulants; b) investigations on gene to gene interaction and genome-
wide scans; c) studies addressing neuroimaging, response to medication and

individual polymorphisms; d) expert opinion; e) outlook.

a) STUDIES OF THE  ASSOCIATION BETWEEN INDIVIDUAL

POLYMORPHISMS AND RESPONSE TO STIMULANTS

In Table 1, a description of all investigations on the association between
polymorphisms at different genes and response to methylphenidate (MPH) in

ADHD subjects can be found.



140

Dopaminergic genes

Dopamine genes have been the initial candidates for molecular studies,
based on animal models, imaging data and the efficacy of stimulant treatment for
ADHD. The dopamine D4 receptor gene (DRD4) and the dopamine transporter
gene (DAT1) were the most studied. In both genes, the main polymorphisms
investigated in association studies with ADHD are variable number of tandem
repeats (VNTR). In the DRD4 gene, this VNTR is a 48bp sequence in the third
exon that can be repeated 2 to 11 times. This 48bp polymorphism shows
considerable ethnic variability, but 2, 4 and 7-repeat alleles are the most common
variants across different populations. The VNTR at DAT1 gene is a 40bp sequence
in the 3’ untranslated region. Ten different alleles can be found, according to the
presence of 3 to 13 copies of the 40bp unit. The 10-repeat allele, the most
prevalent variant worldwide, has been implicated as the risk allele for ADHD (for a
review see Roman et al., 2004) [17]. Two recent meta-analyses support a small
effect of both genes in ADHD (significant effect for the 7-repeat allele at DRD4
locus; a trend for the 10-repeat allele at DAT1 locus) [18, Waldman et al.,

unpublished].

Dopamine transporter gene (DAT1)

In a pioneer study, Winsberg and Comings [19] found that homozygosity of
the 10-repeat allele at DAT1 gene was associated with a poor response to MPH in

30 African-American children with ADHD. However, potential confounding
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variables between the two groups (subjects with and without the homozigosity for
the 10 repeat allele) were not extensively assessed and response was only defined

dichotomously (decrease close or higher than 50% of ADHD symptoms).

Our group was able to replicate this previous finding in a sample of Brazilian
ADHD boys [20]. In a blind naturalistic study, 50 male ADHD youths were treated
with MPH. While 75% (15/20) of the youths without 10/10 genotype demonstrated
an improvement in the core symptoms of the disorder higher than 50% with MPH,
only 47% (14/30) of the subjects with 10/10 genotype achieved the same level of
improvement with this medication (one-tailed p = 0.04). In addition, the group
without this genotype had significantly higher improvement in global functioning
than the other group (one-tailed p < 0.01). It is important to note that no significant
differences were found between groups in age, ethnicity, educational level, 1Q,
baseline, ADHD symptomatology and global functioning, type of ADHD and main
comorbidities, median length of time between scales administration and in the

initial and final doses of MPH.

Although interesting, these two ADHD pharmacogenomic studies should be
understood with some caution. Recently, different groups reported contrasting
findings when assessing the effect of DAT1 on the response to MPH in ADHD
children. In a sample of 102 Dutch ADHD patients treated with MPH, no
association was found between the presence of DAT1 10-repeat risk alleles and
response to medication [J.K. Buitelaar, personal communication]. In addition,

Hamarman et al. [21] found that ADHD subjects homozygous for the 10-repeat at



142

DAT1 gene (n =15) required similar stimulant dosing compared to children with one
or no 10-repeats (n = 30) for normalization of ADHD symptoms (39mg versus
38mg; p = 0.62). Kirley et al. [22] found a significant association between the 10-
repeat allele and better response to MPH in a sample of 119 Irish children with
ADHD ( y*> = 7.92 ,df =1, p = 0.005), while Stein et al. [23] found a worse
response to MPH associated with homozigosity of the 9-repeat allele at DAT1 in a

sample of 43 ADHD children.

More recently, Lott et al. [24] assessed 96 normal volunteers using self-report
measures on subjective effects of amphetamine in a randomized, double-blind,
cross-over trial with placebo and two different oral doses of d-amphetamine. In 9/9
and 10/10 subjects, amphetamine was associated with increased anxiety, euphoria
and feel drug, as expected (p < 0.01). However, 9/9 subjects when using
amphetamine (n = 8) presented indistinguishable subjective effects from those
found during the use of placebo. These findings suggesting that the 9/9 genotype
is associated with diminished subjective response to acute amphetamine concur
with those from the study of Stein et al. [23] in which the worst response to MPH

was associated with homozigosity of the 9-repeat allele.

Dopamine receptor - type 4 (DRD4) gene

In a pioneer study, Tahir et al. [25] presented an indirect evidence of the
association between the 7-repeat allele at the DRD4 gene and response to MPH in

ADHD patients. In a sample of 111 Turkish ADHD children, the association
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between the 7-repeat allele and ADHD was stronger in subjects who were
responders to the medication than in non-responders. Similar findings were
detected for DRD5 gene. However, it is important to note that control for other
potential confounding variables was not performed in that study, making an

interpretation of these findings difficult.

Hamarman et al. [26] found that subjects with the 7-repeat allele at the DRD4
gene achieved less normalization of symptoms at MPH doses of 50 mg/day and
required 1.5 times more MPH to achieve improvement than those without the 7-
repeat allele in a sample of 45 ADHD children (respectively, p = 0.002 and p <
0.001). However, no association was found between the presence of the 7-repeat
allele at DRD4 gene and response to MPH in 30 African-American children with

ADHD in the above mentioned study of Winsberg and Comings [19].

Noradrenergic genes

Besides dopaminergic theories, there are also strong evidences implicating
the noradrenergic system in ADHD. Some recent findings have indicated a role for
genes of the noradrenergic system, like the Dopamine-p-Hydroxylase (DBH) and
ADRAZ2A genes, in the pathophysiology of ADHD [27,28,29]. The polymorphism in
the DBH gene assessed in the majority of the studies was a Taql polymorphism in
the intron 5. A Mspl restriction fragment length polymorphism (RFLP) in the
promoter region of the ADRA2A gene, originated by a C — G transversion at

position — 1291 was the one evaluated in the study of Roman et al. [29]. In the
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investigation of Park et al. [27], besides the polymorphism mentioned above, two
others were assessed: a Hhal RFLP in the 5’UTR, and a Dral RFLP in the 3UTR

of the ADRAZ2A gene.

Almost nothing has been published or presented on the association of
noradrenergic genes and response to methylphenidate in ADHD children and
adolescents. Regarding the DBH gene, Hamarman et al. [21] found that the intron
5 Tagl polymorphism had no effect on doses of MPH needed to normalize
symptoms in ADHD children (A2-Taql present; n = 39; dose = 39mg/day versus
A1- Tagl absent; n = 6: dose = 39mg/day; p=0.97). Recently, Yang et al. [30]
assessed a sample of 45 Chinese Han youths with ADHD treated with MPH in
doses of 0.45-0.60mg/kg/day. They found a significant association between
noradrenaline transporter (NET1) gene G1287A genotypes and response to MPH
for hyperactive-impulsive scores but not for inattentive scores. Subjects with G/G
and G/A genotypes showed greater symptom reductions (7.15+4.25 and

6.94+5.60) than those with A/A genotypes (2.131£4.29) (p = 0.01).

We have just finished a naturalistic study to assess the role of different single
nucleotide polymorphisms (SNPs) in three noradrenergic genes (NET1, ADRA2A,
DBH) for the response to MPH in ADHD children and adolescents. All ADHD
patients seen in our ADHD outpatient program during the study period fulfilling the
following criteria were included: a) ADHD diagnosis according to DSM-IV criteria
[1]; b) age between 4 and 17 years-old; c) European-Brazilian ethnicity; d) drug

naive for MPH and without use of any medication in the previous 4 weeks before
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baseline assessment; e) baseline total scores in a widely used standardized
measure of ADHD (SNAP-IV) [31] higher than 1; f) prescribed dose of MPH equal
or higher than 0.3 mg/kg/day. Up to this moment, preliminary analyses were
conducted only for the Mspl RFLP in the promoter region of the ADRA2A gene. For
the 144 patients fulfilling inclusion criteria, we were able to successfully genotype
97 ADHD children and adolescents (for the 47 subjects not genotyped: 16 parents
refused to participate in the study; 7 children had needle phobia; 19 were either
referred after baseline assessment, lost at follow-up, or unavailable for genotyping;
2 incorrect application of the SNAP-IV scale; and 1 problems in genotyping). No
significant difference were detected on age, 1Q, gender, ADHD type, baseline total
scores in the SNAP-IV scale (parent and teacher scores), used dose of MPH
between those included or not in the study. For those 97 genotyped for the Mspl
RFLP in the promoter region at the ADRA2A, 14 were homozygous for the G allele
(former m allele). No significant differences were found between the 14 patients
homozygous for the G allele and the 83 with other genotypes (44 heterozygous
and 39 homozygous for the C allele) on 1Q, gender, ADHD type, baseline total
scores in the SNAP-IV scale (parent and teacher scores), any comorbid condition
(disruptive, anxiety or mood disorders), previous or concomitant use of medication,
and used dose of methylphenidate. However, ADHD patients homozygous for the
G allele were younger than those with other genotypes (p < 0.01). In ANOVA
analyses, GG homozygosis was significantly associated with higher total scores in
the SNAP-IV at 1 month reassessment even adjusting for the effects of age (p =
0.04) [GG subjects: mean (SD) total score in the SNAP-IV = 1.39 (0.51); GG/GC

subjects: mean (SD) total score in the SNAP-IV = 1.08 (0.5)]. No effects were
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detected for age or the interaction between age and mm homozygosis in the

SNAP-IV total scores at 1 month reassessment.

b) GENE TO GENE INTERACTION AND GENOME-WIDE SCAN STUDIES

Since ADHD is best conceptualized as a complex disorder with many
implicated genes, each contributing a small fraction to the total genetic variance,
studies on individual genetic polymorphisms certainly are not the best approach for
understanding the pharmacogenomics of ADHD. One way to address this complex
picture is conducting gene to gene interaction studies. We were able to find just
one investigation in the literature dealing with gene to gene interaction in the ADHD
pharmacogenomics arena. Seeger et al. [32] reported that patients with
hyperkinetic disorder (an ICD-10 nomenclature that include a subgroup of the
DSM-IV ADHD diagnosis) who presented both the 7-repeat allele at the DRD4
locus and homozygosity for the long allele (L, insertion of a 44bp sequence in the
promoter region) at the serotonin transporter gene (5-HTT), i.e., individuals with the
DRD4*7/5-HTT LL genotype, showed a reduced improvement in general
functioning during MPH treatment. Although the serotoninergic system does not
seem to be primarily involved in the pathophysiology of ADHD, it is important to
note that at least three previous investigations found evidences for the role of the
long allele at 5-HTT gene as a susceptibility allele for ADHD (for a revision, see

Kent et al., 2002) [33].
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Recently, Van der Meulen et al. [34] reported the first genome-wide
quantitative trait locus analysis on MPH response rate in Dutch sib pairs with
ADHD. A group of 102 Dutch ADHD children from a sib-pair sample was recently
treated with methylphenidate. A quantitative trait locus (QTL) analysis with
Genehunter was used to test for linkage on methylphenidate response rate in a
genome-wide scan, using 400 markers with an average distance of 10 cM. In a
nonparametric QTL analysis a maximum Z-score of 2.60 was found on
chromosome 7, corresponding with a LOD-score of 2.63 in a traditional Haseman-
Elston analysis. Additional peaks with Z-scores of 2.74, 2.61 and 2.37 and
corresponding LOD-scores of 1.95, 1.90 and 2.09 were found on chromosome 3, 5
and 9, respectively. As stated by the authors, due to the relatively small size of the
current sample, the peak regions on these chromosomes still warrant further
research (in a genome wide QTL analysis, the threshold for significance is

generally believed to correspond with Z=4.1 and LOD=3.6).

c) STUDIES ADDRESSING NEUROIMAGING, RESPONSE TO MEDICATION

AND GENETIC POLYMORPHISMS;

Due to the extreme phenotypic variability found in ADHD, efforts to define
endophenotypes for the disorder have been made with the aim to reduce this
source of heterogeneity. In this sense, it has been proposed that neuroimaging
studies have the potential to facilitate the search for these endophenotypes in
ADHD [7]. Some preliminary studies assessed pharmacogenomics of ADHD taking

advantage of neuroimaging or even electroencephalogram (EEG) techniques.
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In a pilot study, Rohde et al. [35] assessed male children with ADHD that
were MPH-naive and presented at least moderate response to MPH in a
naturalistic study. A significantly higher regional cerebral blood flow (rCBF) in
medial frontal and left basal ganglia areas in children with homozigosity for the 10-
repeat allele at DAT1 than in children without the 10/10 genotype was found after
4 days of treatment with MPH (final doses = 0.7 mg/kg/day) (for both areas: p =
0.02). In addition, a trend for a higher rCBF in right and left frontal areas was
detected in children with the 10/10 genotype than in children without this genotype

(for both areas: p = 0.08).

Recently, Cheon et al. [36] went a step further in a more sophisticated
protocol. Using ['®I]IPT SPECT imaging, they investigated the association
between DAT density, the homozygosity for 10-repeat allele at DAT1 gene and
response to MPH in 11 Korean children with DSM-IV ADHD combined type. All
subjects did not have other mental disorders, were MPH-naive, and were treated
with MPH for about 8 weeks at doses up to 0.7 mg/kg/day before the SPECT
imaging. ADHD children with 10/10 genotype (n=7) had a significantly greater
increase of the DAT density in basal ganglia than the children without 10/10
genotype (n=4) (p < 0.01). In addition, while only 28.6% (2/7) of the subject with
10/10 genotype showed good response (50% decrease in the ADHD RS- |V scores
from the baseline) to MPH treatment, 100% (4/4) of the subjects without 10/10
genotype showed good response to MPH treatment (p = 0.06). Moreover, ADHD

children that showed good response to MPH had significantly lower DAT density in
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bilateral basal ganglia areas than those who showed poor response to MPH (p <

0.05).

The findings from these two studies fit well with the previous results from both
Winsberg and Comings [19] and Roman et al. [20] mentioned above. Taken
together, all these findings seem to suggest that, for similar MPH doses, 10/10
homozygous subjects would display less improvement of ADHD symptoms than
individuals with other genotypes. Considering that the efficacy of MPH is probably
correlated with inhibition of DAT protein, an overactive DAT or augmented density
of this protein in synaptic cleft could be present when ten copies of this 40bp
sequence exist in the 3’'UTR at DATL1 locus [37]. This would be consistent with the
studies of Mill et al. [38], Fuke et al. [39], and Heinz et al. [40] that suggested
increased expression of DAT1 or density of DAT protein when the homozygosity
for the 10-repeat allele is present. If this is true, more dopamine transporter (or a
more active dopamine transporter) would be available in 10/10 individuals than in
subjects without this genotype after the treatment with similar doses of MPH, an
excess that would be able to reuptake the extracellular dopamine. In other words,
less dopamine would be available in the synaptic cleft when such a higher density
of the transporter or an overactive transporter is coded. Since the ultimate effect of
MPH is the increase of extracellular dopamine levels, response to this drug in
10/10 individuals would depend on a higher dopaminergic release in brain regions
associated to working memory and inhibitory behavior (frontal and basal ganglia

areas). This assumption is also in agreement with a recent investigation suggesting
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that individual differences in response to methylphenidate are due in part to

individual differences in dopamine release (see Volkow et al., 2002) [41].

Loo et al. [42] also presented evidences suggesting that polymorphisms at
the DAT1 might be associated with effects of methylphenidate in the brain. While
ADHD children with 9/9 or 9/10 genotypes (n = 10) increases 0/f ratio in EEG
activated by Continuous Performance Test with methylphenidate, ADHD subjects
with homozigosity for the 10-repeat allele at DAT1 gene (n = 17) presented an
opposite pattern with methylphenidate (decrease of the 6/f ratio). These findings
suggest that this polymorphism at the DAT1 gene mediate medication-related

changes in cortical activity among ADHD children.

One area less explored in pharmacogenomic studies is the regulation of
neurotransmitter production and turnover at or near the site of drug action.
Catechol-O-Methyltransferase (COMT) inactivates catecholamines catalyzing a
methyl group transfer from S-adenosylmethionine to the catecholamine
neurotransmitters (e.g., dopamine, and norepinephrine). Due to its effects on
neurotransmitter metabolism, COMT is a relevant regulator of dopaminergic and
noradrenergic neurotransmission. A common genetic polymorphism in humans is
associated with a three-to-four-fold variation in COMT enzyme activity and is also
associated with individual variation in COMT thermal instability. This is due to a
G—A transition at codon 158 of the COMT gene that results in a valine to a

methionine substitution [43]. Following positive findings on the association of this
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functional polymorphism at codon 158 of the COMT gene and ADHD [44], several
other investigations failed to replicate these findings in the disorder [45,46]. Mattay
et al. [47] conducted a double-blind, crossover study (amphetamine and placebo)
using functional MRI to assess prefrontal cortex function in 25 healthy volunteers
who were genotyped for this polymorphism at codon 158 of the COMT (9 val/val,
10 val/met, and 6 met/met). Amphetamine enhanced the efficiency of prefrontal
cortex function assayed with functional MRI during a working memory task in
subjects with the high enzyme activity val/val genotype, who presumably have
relatively less prefrontal synaptic dopamine, at all levels of task difficulty. In
contrast, in subjects with the low activity met/met genotype who tend to have
superior baseline prefrontal function, the drug had no effect on cortical efficiency at
low-to-moderate working memory load and caused deterioration at high working
memory load. This findings is also in agreement with a recent study suggesting

that MPH might enhance the saliency of tasks that [48].

d) EXPERT OPINION

Two main key clinical issues that remain to be critically integrated after this
review are: 1) How to understand conflicting findings from different studies (e.g., for
the polymorphism in the 3’ untranslated region at DAT1: some studies suggested
that the homozigosity for 10-repeat allele is related to poor response to MPH,
others did not find any association, and some found completely opposite results;
poor response to MPH associated with homozigosity for the 9-repeat allele)? 2)

How these research findings might be applied in the clinical environment?
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Although the reasons for these discrepancies remain unclear, some
possibilities might be addressed: a) differences in the methodology among studies,
such as type of patients included (drug-naive patients versus subjects with
previous use of methylphenidate; patients with different types of comorbidities) and
strategies to assess response to pharmacotherapy (retrospective versus
prospective evaluation; use of different scales); b) non replication of positive
findings is expected in association studies when samples are not too large [49]; ¢)
the observed effects attributed to the 10-repeat allele at DAT1 could represent
associations with other regions of this gene or with undiscovered markers, in
linkage disequilibrium with this 3° UTR polymorphism; d) the effect of different 40bp
alleles should not be excluded, as already documented for the 48bp VNTR at the
DRD4 [50]. Recently, two independent groups described different types of the
40bp sequence at the DAT1 (J. Swanson, personal communication). Therefore, the
worse response to methylphenidate associated with the DAT1 observed in some
studies could be due to a particular 10-repeat allele; and e) genetic variability

among the assessed populations.

The second clinical question should be addressed in the context of ethical
implications in conducting pharmacogenomic studies with ADHD patients [51]. It is
important to make clear to patients enrolled in studies that we are far from the
moment when genetic screening tests might have a role in determining which
patients would be the most suitable for each medication. However, it is well-
established that around 30% of the patients with ADHD do not respond

satisfactorily or do not tolerate treatment with stimulants [10]. Thus, emerging
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findings from pharmacogenomic investigations in ADHD patients might collaborate
to identify sub groups of patients that should deserve initial treatment with different
medications (e.g., atomoxetine) in the future. In addition, pharmaceutical
companies might get insights from these studies for a better understanding of the
mechanism of action of drugs used in the disorder facilitating the development of
either more specific compounds or drugs that counterbalance the biological effects
determined by genes. In this regard, it is fundamental that pharmaceutical
industries abandon a short run way of thinking that recommend to avoid funding
studies that delimit the scope of patients who might use their products. Up to this
moment, governmental agencies should be prepared to fulfill this lacuna in the best
interest of the patients, avoiding an unnecessary exposition to medication to some

of them in the future.

e) OUTLOOK

Pharmacogenomic studies of ADHD are in their infancy. What can be
expected for the next years in this emerging new are of research? A critical review
of the literature on ADHD pharmacogenomics clearly indicates several limitations,
such as: 1) the small amount of studies; 2) the complete diverse methodology used
in these studies; 3) the preponderance of SNPs association studies, instead of
studies involving the assessment of haplotypes or gene to gene interactions; 4) the
majority of studies assessing only response to MPH; 5) samples sizes with low
power to detect small but significant associations; 6) the complete absence of

studies evaluating the correlation between genes and adverse events; 7) the lack
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of investigations with other medications than stimulants; 8) the absence of studies
evaluating the effects of gene-environment interaction on the response and
adverse events of medications used to treat ADHD; 9) the lack of studies
investigating the downstream signaling cascade(s) of medications; 10) the absence

of pharmacogenomic studies assessing drug metabolism.

To deal with these shortcomings and to cover all these unaddressed issues,
we expect for next years that multi-site collaborative efforts to obtain larger
samples, as the one currently in development through the ADHD Molecular
Genetics Network, should be solidly implemented. Moreover, these studies must
apply standardized methodologies to make results comparable. Finally, the field of
ADHD pharmacogenomics might benefit from other modern approaches already
implemented in molecular genetic studies of ADHD, such as genome-wide scan
with huge samples of sib-pairs and investigations of haplotypes instead of

individual polymorphisms.
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Authors
Winsberg and Roman et al. Hamarman et al. Stein et al. Kirley et al. [22]
Comings [19] [20] [21,26] [23]
Number of probands 30 50 45 47 119
Age range 6-11 6-17 7-15 5-16 4-25
Ethnicity African-American European- African-American (82%) European- Irish
Brazilian Hispanic (18%) American
(90%)
Diagnosis of ADHD DSM-III-R DSM-IV DSM-IV DSM-IV ICD-10/DSM-IV
Impact of Not assessed Assessed Cases w/ comorbidities Not Assessed
comorbidities were excluded assessed
Design Naturalistic Naturalistic Clinical trial Clinical trial Retrospective
Doses Not less than 40 Not less than 15-60 mg/day 18-54 Not informed
mg/day for non- 0.3 mg/kg/day mg/day
responders for non-
responders
Outcome measures ABRS ABRS, CGAS CGI-P ADHD RS — 3 point parental
IV, CGI scale + CPRS-R
Improvement ABRS score equal Reduction of 10 point incremental Reliable Categorical
definition to or less than 1 in 50% in ABRS improvement; change rating by parent
two consecutive and continuous Normalization (T score index and and continuous
assessments during scores in <60) cutoff score scores in the
MPH use CGAS CPRS-R
Main findings Less improvement Less Lower normalization Poor Higher
for 10/10 genotype improvement and higher MPH doses response for improvement for
at DAT1; no for 10/10 for improvement w/ the 9/9 10/10 genotype
different responses genotype at 7R allele at DRD4; no genotype at at DAT1
according to DRD4 DAT1 different responses DAT1
or DRD2 genotypes according to DAT1 or
DBH genotypes
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Table I: Pharmacogenomic studies on ADHD: Genetic polymorphisms and response to methylphenidate (continuation) ?

Authors

Yang et al. [30] Polanczyk et al. [unpublished]
Number of probands 45 97
Age range 6.5-14 4-17
Ethnicity Chinese Han European -Brazilian
Diagnosis of ADHD DSM-IV DSM-IV
Impact of Cases with relevant comorbidities were excluded Assessed
comorbidities
Design Naturalistic Naturalistic
Doses 0.45-0.60 mg/kg/day Not less than 0.3 mg/kg/day
Outcome measures ADHD RS - IV SNAP-IV total scores
Improvement continuous scores in the ADHD RS - |V and its subscales continuous scores in the SNAP-IV total scores
definition
Main findings Lower changes in the hyperactive — impulsive subscale Lower improvement in the SNAP-IV total

scores of the ADHD RS — IV for the A/A genotype at the

NET1 gene

scores for the m/m genotype at ADRA2A

& all patients in the seven studies were treated with methylphenidate, but long-acting preparation was used only in the study of Stein et al.[23]; ABRS:
Conners Abbreviated Rating Scale; ADHD: attention-deficit/hyperactivity disorder; ADHD RS-IV: Attention-deficit/hyperactivity disorder rating scale -
IV; ADRA2A: a2A adrenergic receptor gene; CPRS-R: Conners Parent Rating Scale — revised (long version); CGAS: Children Global Assessment
Scale; CGl: Clinical Global Impression; CGI-P: Conners Global Index-Parents; DAT1: dopamine transporter gene; DBH: dopamine beta-hydroxilase
gene; DRD2: dopamine D2 receptor gene; DRD4: dopamine D4 receptor gene; DSM-III-R: Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders,
third edition revised; DSM-1V: Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders, fourth edition; ICD-10: International Classification of Disorders,
tenth edition; MPH: methylphenidate; NET1: noradrenaline transporter gene; SNAP-1V: Swanson, Nolan and Pelham scale — 4" version.
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SNAP — |V Escala de pontuacdo para pais e professores
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N\ [o] 1 0[S TPT Sexo: .......... Idade:

............. Etnia: .............

.............. Escolaridade:

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

NEM
UM
POUCO

UM
POUCO

BASTANTE

DEMAIS

1. Falha em prestar atencéo aos detalhes ou comete
erros por falta de cuidado em trabalhos escolares e
tarefas.

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

3. Parece nao escutar quando lhe falam diretamente.

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

. Tem dificuldade para organizar tarefas e atividades.

5
6. Evita, ndo gosta ou reluta em envolver-se em
tarefas que exijam manutencio de esforco mental.

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

8. E distraido por estimulos alheios.

9. E esquecido nas atividades diarias.

10. Irrequieto com as maos ou pés ou se remexe na
cadeira.

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

12. Corre ou escala em demasia em situagcdes nas
quais isto é inapropriado.

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

14. Esta a mil ou freqientemente age como se
estivesse a “todo vapor”.

15. Fala em demasia.

16. Da respostas precipitadas antes das perguntas
serem completadas.

17. Tem dificuldade para aguardar sua vez.

18. Interrompe ou se intromete com os 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 propdsito.

23. Culpa os outros pelos seus erros ou ma conduta.

24. E sensivel ou faciimente incomodado pelos outros.

25. E raivoso ou ressentido.

26. E malvado ou vingativo.
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ANEXO 3 ESCALA DE AVALIACAO GLOBAL DE CRIANCAS

CHILDREN'S GLOBAL ASSESSMENT SCALE -
CGAS

Pontue o nivel de maior limitacdo da crian¢ga em seu funcionamento geral para o periodo de tempo especificado
selecionando o nivel mais baixo que descreva seu funcionamento em um continuum hipotético de saude-doenca.
Use niveis intermediarios (p.ex., 35, 58, 62). Pontue o funcionamento real independente do tratamento ou
progndstico. Os exemplos de comportamentos fornecidos sdo somente ilustrativos e ndo sdo necessarios para uma
pontuagao particular.

100 -91 Funcionamento superior em todas as areas (em casa, na escola e com os pares); envolvido numa ampla gama de
atividades e tem muitos interesses (p.ex., tem hobbies ou participa em atividades extracurriculares ou pertence a
um grupo organizado, como time de futebol, escotismo, entre outros); amavel, seguro, as preocupagdes do dia-a-
dia nunca saem de seu controle; vai bem na escola; sem sintomas.

90 - 81 Bom funcionamento em todas as areas; sente-se seguro em familia, na escola e com os pares; pode haver
dificuldades passageiras, e, ocasionalmente, as preocupacdes do dia-a-dia saem de seu controle; (p.ex., ansiedade
discreta associada com um exame importante, acessos de raiva ocasionais com irmaos, pais ou com os pares).

80-71 N&o mais que uma limitagdo leve no funcionamento em casa, na escola ou com os pares; algum distarbio no
comportamento ou desconforto emocional pode estar presente em resposta a situagdes de estresse na vida
(separacao dos pais, falecimento, nascimento de um irmao), mas s&o breves, e a interferéncia no funcionamento &
passageira; outras criangas sdo s, minimamente, perturbadas por tais criangas e ndo sao consideradas desviantes
por aqueles que as conhecem.

70 - 61 Alguma dificuldade em uma uUnica area, mas, em geral, funciona relativamente bem (p.ex., atos antisociais isolados
ou esporadicos tais como: ocasionalmente cabulalmata aula ou comete furto insignificante; dificuldades menores
persistentes no trabalho escolar; alteragdes no humor, de curta duragdo; medos e ansiedades que ndo conduzem a
um sério comportamento de evitagdo; inseguro); tem algumas relagbes interpessoais importantes; a maioria das
pessoas que nao conhece bem a crianga ndo a considerariam desviante mas aqueles que a conhecem bem
poderiam expressar preocupagao.

60-51  Funcionamento varidvel com dificuldades esporadicas ou sintomas em vérias, mas ndo em todas areas sociais; 0
problema seria aparente para aqueles que encontram a crianga em uma situagédo disfuncional no momento mas
ndo para aqueles que véem a crianga em outras situacdes.

50 - 41 Grau moderado de interferéncia no funcionamento na maioria das areas sociais, limitagdo grave do funcionamento
em uma area, que pode resultar, por exemplo, de preocupagdes e ruminagdes suicidas, recusa escolar e outras
formas de ansiedade, rituais obsessivos, sintomas importantes de conversdo, crises freqlientes de ansiedade,
habilidades sociais pobres ou inapropriadas, episddios frequentes de comportamento agressivo ou outros
comportamentos anti-sociais com alguma preservacgao das relagbes sociais significativas.

40 - 31 Limitacdo importante no funcionamento em varias areas e incapaz de funcionar em uma dessas areas, ou seja,
perturbado em casa, na escola, com os pares ou na sociedade de modo geral, p. ex., agressao constante sem uma
provocacgéo evidente; comportamento isolado e retraimento acentuado, por distdrbio do humor ou do pensamento,
tentativas de suicidio com intencdo claramente letal; tais criangas provavelmente requerem escola especial e/ou
hospitalizagéo ou retirada da escola (mas isto ndo € um critério suficiente para a inclusdo nesta categoria).

30-21 Incapaz de funcionar em quase todas as areas, p. ex., permanece em casa, na enfermaria ou na cama o dia todo
sem tomar parte nas atividades sociais ou grave limitagdo na nocdo de realidade ou séria limitagdo na
comunicagéo (p.ex., as vezes inapropriada ou incoerente).

20-11 Necessita consideravel supervisdo para prevenir que machuque a si mesmo ou a outros (p.ex., & violento com
freqliéncia, faz tentativas repetidas de suicidio) ou para manter a higiene pessoal, ou grave limitagdo em todas
formas de comunicagdo, p. ex., anormalidades graves na comunicagédo verbal ou gestual, alheamento social
acentuado, estupor, etc.

10-1 Necessita supervisao constante (24 hs de cuidado) devido a comportamento agressivo grave ou autodestrutivo ou
grande limitagdo no teste de realidade, comunicagdo, cognigao, afeto ou higiene pessoal.
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ANEXO 4

ESCALA DE AVALIA(;%O DE EFEITOS COLATERAIS DE
MEDICACOES ESTIMULANTES

Por favor, pontue cada comportamento de 0 (ausente) até 9 (grave). Circule
somente um numero ao lado de cada item. O significa que vocé néo tem visto o
comportamento nesta crianga durante a ultima semana e 9 significa que vocé tem
notado o comportamento e acredita que ele seja muito grave ou que ocorra muito

frequentemente.

Comportamento Ausente Severo

Insénia ou problemas no sono 0 1

Pesadelos 0 1

o
N
N
(@]
»
~

Fica com olhar perdido ou
sonha acordado

Fala menos com os outros
Desinteressado nos outros
Apetite diminuido

Irritavel

Dor de estbmago

Dor de cabeca

Sonoléncia

Triste / infeliz

Chora facil

Ansioso

Roe as unhas

Euférico / feliz fora do comum

Tontura

O O O O OO OO 0O oo o o o
4 4 a4 44 a4 s A A A A o
NN NN RN NDNMNDNDDNDNDNDNDNRN
W oW W W W W W W W W W W W W
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SN IS, TS, B IS, RS, IS, NS S, RS, S S, B
o < NN« NN e < < e N« < N e S« I« e S )
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® ® 0 o ™ 0 W ® 0 W O 0 W o

Tiques ou movimentos nervosos

© © © © © © © © © © © ©o ©o ©
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ANEXO 5

TERMO DE CONSENTIMENTO POS-INFORMACAO

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

Antes de sua participagdo 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 os
responsaveis pelo estudo: Tatiana Roman, bidloga, Doutora em Genética e Biologia
Molecular, pelo telefone (51) 3311-2406 ou o Dr. Luis Augusto Rohde, professor de
psiquiatria, pelo telefone (51) 2101 8294.

Qual o objetivo desta pesquisa?

O objetivo do nosso estudo € conhecer um pouco mais sobre algumas das
causas do transtorno de deficit de atencdo e hiperatividade (TDAH). Pretendemos
esclarecer a possivel contribuicdo genética no TDAH e a possibilidade de que
alguns genes estejam associados a resposta ao tratamento. 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 5ml de sangue, através de
puncao 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
laboratorio. Com o DNA teremos acesso a informagao genética que pode estar
relacionada com a doenca, conforme explicado no item anterior. 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
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sera completamente utilizado durante o mesmo. Apos a investigagdo, o DNA né&o

ficara armazenado, sendo desprezadas possiveis sobras deste material.

Quais os riscos em patrticipar?

Podera haver a formacdo de um pequeno hematoma local em funcédo da
coleta de sangue. Além deste, ndo ha qualquer outro risco, nem para o paciente,

nem para os pais, em participar deste projeto.

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 doencga, e se estes genes influenciam na resposta ao tratamento
medicamentoso, como estamos supondo. Tendo-se observado isto, poderemos
determinar com mais precisdo que mecanismos bioldgicos 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 poderéo
ser observados precocemente, o que contribuira para estratégias de prevengao. Por
fim, a sua participacado ajudara no desenvolvimento de novos conhecimentos, que
poderdo eventualmente beneficiar vocés e outras pessoas que enfrentam o mesmo

problema.

Quais sao os seus direitos?

Os seus registros médicos 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 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: Caod. de Ident. do Individuo:

Nome do Individuo:

Data de Nascimento: / /

Nome do Pai:

Nome da Mae:

Médico Supervisor:

Assinatura do paciente:

Assinatura do Pai:

Assinatura da Mae:

Assinatura do Médico Supervisor:

Data: / /




