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RESUMO

O Transtorno de Déficit de Atencdo e Hiperatividade (TDAH) é um dos transtornos
psiquiatricos mais comuns da infancia e adolescéncia, com prevaléncia mundial estimada em
torno de 5%. Os sintomas sdo divididos em dois grupos, desatencdo e
hiperatividade/impulsividade, caracterizando trés subtipos clinicos conforme a prevaléncia de
um ou ambos os grupos. O TDAH é considerado uma doenca complexa, multifatorial,
causada por diferentes fatores de risco. A herdabilidade estimada de 76% demonstra que o
TDAH esta entre os transtornos psiquiatricos mais altamente herdaveis. Embora o sistema
dopaminérgico seja 0 mais estudado, ha também fortes evidéncias implicando o sistema
noradrenérgico na origem do TDAH. Considerando que o a.2A é o receptor adrenérgico mais
prevalente do cortex pré-frontal, regido implicada no TDAH, o gene que codifica este receptor
(ADRAZ2A) parece ser bastante interessante para estudos genéticos. Em um estudo anterior do
nosso grupo com uma amostra de criangas e adolescentes com TDAH do subtipo desatento
(TDAH-D), verificou-se, através de uma abordagem caso-controle, que a homozigose para o
alelo G no polimorfismo -1291C>G (Mspl, rs1800544) aumentou o risco para 0 TDAH-D em
comparagdo com outros genotipos. Assim, o objetivo deste estudo foi investigar a associacao
entre outros SNPs localizados no gene ADRA2A, 0 -262G>A (Hhal, rs1800545) e 0 1780C>T
(Dral, rs553668), e 0 TDAH-D na amostra previamente estudada. Esta foi obtida em escolas
publicas de Porto Alegre e consistiu de 100 casos (criancas e adolescentes com TDAH-D) e
seus pais biologicos, e 100 controles (criancas e adolescentes ndo afetados por TDAH). Os
polimorfismos foram genotipados por PCR TagMan (Applied Biosystems). A andlise de
associacgdo foi feita através de duas abordagens: caso-controle populacional e método baseado
em familias. Para esta ultima analise foi utilizado o software FBAT, analisando-se tanto os
polimorfismos isolados como em haplotipos. A andlise de desequilibrio de ligacdo entre os
SNPs e estimativas de haplétipos foi realizada através do programa MLocus. As freqliéncias
genotipicas estdo em equilibrio de Hardy-Weinberg. As freqliéncias génicas concordam com
0 descrito na literatura para o mesmo grupo étnico. Nao houve qualquer evidéncia de
associacdo entre os polimorfismos analisados e 0 TDAH-D tanto pela abordagem caso-
controle (P = 0,652 para Hhal e P = 0,858 para Dral) como pelo método baseado em familias
(P = 0,865 para Hhal e P = 0,492 para Dral). H4 um forte DL entre os polimorfismos Mspl
(investigado previamente), Hhal e Dral; no entanto, ndo houve evidéncia de associacdo entre
o TDAH-D e os haplotipos analisados. E possivel sugerir, entdo, que o efeito do gene
ADRAZ2A na amostra estudada seja de fato devido ao polimorfismo Mspl. Porém, analises
adicionais com os trés SNPs, tanto em estudos de associacdo com outras amostras como em
estudos funcionais, serdo essenciais para compreender melhor o envolvimento do gene
ADRAZ2A na etiologia do TDAH, especialmente no subtipo desatento, em nossa populacao.

Palavras-Chave: TDAH-D, ADRA2A, associacdo, polimorfismos.
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1. INTRODUCAO

1.1 CARACTERIZACAO CLINICA E EPIDEMIOLOGICA DO TRANSTORNO DE
DEFICIT DE ATENCAO E HIPERATIVIDADE (TDAH)

O Transtorno de Déficit de Atencdo e Hiperatividade (TDAH) é um dos transtornos
psiquiatricos mais comuns da infancia e adolescéncia. POLANCZYK et al (2007a) estimaram
a prevaléncia mundial de TDAH em torno de 5% das criangas em idade escolar. A principal
caracteristica do TDAH é um padrdo persistente de desatencdo e/ou hiperatividade-
impulsividade, que é mais freqliente e severa do que é normalmente esperada em individuos
com um nivel de desenvolvimento comparavel (WALLIS et al, 2008). De acordo com o
Manual de Diagndstico e Estatistica de Transtornos Mentais — 42 edicdo (DSM-1V), da
Associacdo Norte-Americana de Psiquiatria (APA, 1994), os sintomas séo divididos em dois
grupos: desatencdo e hiperatividade/impulsividade. O diagnostico do TDAH ¢ feito de acordo
com a presenca de, no minimo, seis sintomas em um ou nos dois grupos, e com base nesta
divisdo trés tipos clinicos sdo reconhecidos conforme a prevaléncia dos sintomas:
predominantemente desatento, predominantemente hiperativo-impulsivo e combinado. Os
padrdes de sintomas colocam as criangas em risco de insucesso escolar e perturbacdes nas
relagbes com a familia, professores e colegas (STERGIAKOULI & THAPAR, 2010).
Criancas com TDAH sdo também mais propensas a ter outros problemas de desenvolvimento,
como a dislexia e dificuldades de aprendizagem, bem como comorbidades com transtornos de
conduta (TC) e oposicdo desafio (TOD), de humor, de ansiedade e de abuso de substancias
(SMITH et al, 2009). A presenca destes outros transtornos psiquiatricos ocorre em cerca de
dois tercos das criancas com TDAH (STERGIAKOULI & THAPAR, 2010). A ocorréncia de
TOD e TC, as comorbidades mais comuns, varia entre 20 e 40% e aumenta o risco de piores
prognosticos nos pacientes com TDAH.

O TDAH foi por muito tempo considerado um transtorno tipicamente infantil; no
entanto, BIEDERMAN (2007) afirma que até 65% das criangas com TDAH continuam
apresentando problemas de comportamento e sintomas do transtorno em sua vida adulta.
Segundo STERGIAKOULI & THAPAR (2010), os niveis de hiperatividade e impulsividade

tendem a diminuir, enquanto que a desatencao é mais persistente.



1.2 NEUROBIOLOGIA E ETIOLOGIA

J& é aceito amplamente na literatura que os sintomas do TDAH se originam em
alteracbes no funcionamento cerebral, porém, os mecanismos exatos envolvidos na
neurobiologia desse transtorno ainda ndo sdo completamente conhecidos (SPENCER et al,
2007). Estudos de neuroimagem sugerem que o TDAH seja uma doenca fronto-estriato-
cerebelar, uma vez que essas regides parecem ter volume e atividade diminuidos em pacientes
com essa patologia (CASTELLANOS et al, 2002; CURATOLO et al, 2009). As principais
teorias bioquimicas propostas para explicar o TDAH foram baseadas nas catecolaminas, visto
que as regides implicadas na sua patofisiologia sdo primariamente inervadas por esses
neurotransmissores (ARNSTEN & LI, 2005; CURATOLO et al, 2009). Evidéncias de estudos
farmacologicos também corroboram o envolvimento destes neurotransmissores. Entre os
farmacos comumente utilizados no tratamento do TDAH esta o metilfenidato, que é o mais
prescrito na pratica clinica. Embora seu mecanismo de acdo ndo seja totalmente
compreendido, ele parece ser um agonista indireto das rotas catecolaminérgicas centrais,
facilitando a acdo da dopamina e da noradrenalina enddgenas através do bloqueio de sua
recaptacdo no neurénio pré-sinaptico (BIEDERMAN & SPENCER, 1999; MASELLIS et al,
2002; MADRAS et al, 2005).

A etiologia destas particularidades neurobiologicas do TDAH também ndo esta ainda
totalmente esclarecida. Estudos demonstram que é uma doenga complexa, um transtorno
multifatorial causado pela influéncia de muitos tipos diferentes de fatores de risco, cada um
tendo um pequeno efeito no aumento da vulnerabilidade para o transtorno através de seus
efeitos aditivos e interativos (BIEDERMAN & FARAONE, 2005). Segundo esses mesmos
autores, essa visao multifatorial do TDAH é coerente com a heterogeneidade registrada em
sua patofisiologia e expressdo clinica.

LINNET et al (2003) e BANERJEE et al (2007) sugerem que diversos fatores
ambientais podem estar relacionados ao TDAH, incluindo baixo peso ao nascer,
prematuridade, consumo de alcool e tabagismo maternos pré-natais, estresse materno, dieta
materna pobre, algumas toxinas presentes durante o periodo pré-natal ou neonatal, e
diferentes adversidades psicossociais.

A herdabilidade estimada de 76%, a partir de diferentes estudos de gémeos, demonstra
que o TDAH esta entre os transtornos psiquiatricos mais altamente herdaveis (FARAONE et
al, 2005). Estudos de genética molecular na tentativa de identificar genes especificos

envolvidos no aparecimento do TDAH estdo sendo publicados em um ritmo acelerado



(GIZER et al, 2009; STERGIAKOULI & THAPAR, 2010). Estas investigagdes sugerem que
a arquitetura genética do TDAH é complexa, e, mesmo com um grande nimero de estudos
nesta area, ainda ha muitas questdes a serem esclarecidas. As poucas varreduras gendmicas
realizadas até agora mostraram resultados divergentes e sdo, portanto, ndo conclusivas
(FRANKE et al, 2009; NEALE et al, 2010). Em contraste, muitos estudos com genes
candidatos tém produzido evidéncias implicando diferentes genes na etiologia do transtorno
(FARAONE et al, 2005; STERGIAKOULI & THAPAR, 2010).

1.3 O GENE ADRA2A E O TDAH

Entre os genes sugeridos pelos estudos moleculares estdo aqueles que codificam
componentes do sistema dopaminérgico, noradrenérgico e serotoninérgico. Embora genes
dopaminérgicos sejam os mais estudados no TDAH (BIEDERMAN & FARAONE, 2005;
FARAONE & MICK, 2010; STERGIAKOULI & THAPAR, 2010), este trabalho focalizou o
sistema noradrenérgico. De acordo com ARNSTEN & PLISZKA (2011) a noradrenalina atua
principalmente em receptores do tipo al-, a2- ¢ B-. ARNSTEN (2000) afirma que, entre
estes, a noradrenalina tem alta afinidade pelos receptores o2 e baixa afinidade pelos tipos ol
¢ B. Segundo BELFER et al (2005), os receptores adrenérgicos a2 sdao amplamente
distribuidos no sistema nervoso central e periférico. Eles sdo receptores de superficie celular
acoplados a proteina-G para as catecolaminas endogenas, adrenalina e noradrenalina,
mediando parte dos diversos efeitos biologicos desses neurotransmissores.

Os receptores a2 séo subdivididos em oa, os € oac. EStes subtipos estdo localizados
pré-sinapticamente nos neurdnios noradrenérgicos, em dendritos ou terminais de axoénio, e
poOs-sinapticamente nos neur6nios que recebem sinapses noradrenérgicas (ARNSTEN &
PLISZKA, 2011). Entre os receptores o2, 0s do subtipo o4 SA0 0S mais prevalentes no cortex
pré-frontal, uma das areas cerebrais supostamente envolvidas no TDAH, e parecem ser
essenciais para o funcionamento adequado desta regido (WANG et al, 2007). No estudo de
ADREWS & LAVIN (2006), os autores afirmam que o metilfenidato potencializa a atividade
noradrenérgica através de um aumento da ativacdo de receptores adrenérgicos do tipo oa,
entre outros efeitos, corroborando a idéia de uma alta afinidade da noradrenalina por esta
classe de receptor (ARNSTEN, 2000). BELFER et al (2005) especulam que algumas das
variacOes interindividuais nas respostas sao explicadas por variacbes genéticas nos receptores

o2, acarretando mudangas na quantidade ou na estrutura dos receptores. Todas estas



evidéncias sugerem que o gene que codifica o receptor adrenérgico aza (ADRA2A) seja um
bom candidato para estudos moleculares.

O gene ADRA2A esté localizado na regido cromossdmica 10g23-25 (LARIO et al,
1997). Muitos polimorfismos j& foram estudados; no entanto, trés deles sdo os mais descritos
na literatura (Figura 1). O principal deles é um polimorfismo de nucleotideo Gnico (SNP) -
1291C>G (rs1800544), identificado por LARIO et al (1997) e conhecido como Mspl, ja que
cria um sitio de restricdo para a enzima Mspl na regido promotora do gene. Este polimorfismo
ja foi investigado no TDAH. No primeiro estudo publicado, XU et al (2001), com uma
amostra de 94 familias, verificaram que nenhum dos alelos foi transmitido preferencialmente,
ndo detectando associacdo com o TDAH. Resultados negativos foram observados também em
dois outros estudos com popula¢des asiaticas. O trabalho de WANG et al (2006) ndo detectou
associacdo atraves do Teste de Desequilibrio de Transmissdo (TDT) em uma populacédo
chinesa, enquanto que o trabalho de CHO et al (2008), também através da analise do TDT,
ndo encontrou alelos sendo preferencialmente transmitidos em uma populacio coreana. E
importante considerar que as populacGes asiaticas diferem das européias ou de descendentes
de europeus na freqliéncia dos alelos para este polimorfismo, o que pode ter influenciado
esses resultados.

Alguns estudos, no entanto, obtiveram resultados positivos para 0 SNP Mspl. No
trabalho de PARK et al (2005), através do TDT, foi observado que a transmissao do alelo G
estava proximo a significancia no grupo que incluia pacientes dos subtipos combinado e
predominantemente desatento de TDAH. Ja através de uma avaliagdo dimensional pela
analise Quantitativa do Teste de Desequilibrio de Transmissao (QTDT), tanto os escores dos
sintomas de desatencdo e como de hiperatividade mostraram associacdo com o alelo G do
Mspl. No trabalho de STEVENSON et al, (2005), com uma amostra de criangas com TDAH
e suas familias, houve transmissdo significativa do alelo G, mas apenas na sub-amostra de
pacientes que apresentavam comorbidade com Transtorno de Leitura. Esses resultados
controversos impedem que se possa confirmar a influéncia do gene ADRA2A na etiologia do
TDAH em diferentes populagdes.

A possibilidade de associacdo do Mspl com o TDAH ja foi investigada na nossa
populacdo. ROMAN et al (2003), em uma amostra de 92 pacientes e seus pais biolégicos,
detectou, por meio de analises dimensionais, associacdo do gendétipo GG com aumento no
niamero de sintomas na dimensdo de desatencdo e combinada (desatencdo +
hiperatividade/impulsividade). Em estudo posterior, ROMAN et al (2006), com uma amostra

nova de 128 pacientes, detectaram novamente a associacdo do genétipo GG com um maior
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escore de sintomas de desatencdo. Em outro estudo do grupo, SCHMITZ et al (2006), em
uma amostra composta por 100 criancas e adolescentes afetados por TDAH do subtipo
desatento e seus respectivos pais biologicos, verificaram que a homozigose para o alelo G
aumentou o risco para 0 TDAH em compara¢do com outros gendtipos. Esses resultados estdo
de acordo com os trabalhos de PARK et al, (2005) e STEVENSON et al, (2005) e sugerem
que, em nossa populacdo, o gene ADRA2A esta relacionado ao TDAH, particularmente a
dimenséo de desatencao.

Dois outros polimorfismos também estudados no gene ADRA2A séo o SNP -262 G>A
(rs1800545), conhecido como Hhal e localizado na regido 5’ ndo traduzida (S’UTR) (PARK
et al, 2005), e o polimorfismo 1780 C>T (rs553668), conhecido como Dral e localizado na
regido 3’UTR (HOEHE et al, 1988). Esses polimorfismos receberam essa denominagdo por
criarem sitios de restricdo as enzimas Hhal e Dral, respectivamente. Estudos para o SNP Dral
também sdo controversos, existindo na literatura tanto resultados positivos como negativos
(PARK et al, 2005; WANG et al, 2006; DEUPREE et al, 2006; CHO et al, 2008). No
trabalho de PARK et al, (2005), através do TDT, foi observado uma transmissao preferencial
do alelo T do Dral no grupo que incluia pacientes apenas do subtipo clinico combinado de
TDAH e no grupo com os subtipos combinado e predominantemente desatento. A analise de
QTDT mostrou associacdo do mesmo alelo tanto com sintomas de desatencdo como de
hiperatividade-impulsividade. Em 2006, o estudo de WANG et al ndo encontrou associacdo
do Dral com o TDAH através do TDT em uma populacdo chinesa. J& o trabalho de
DEUPREE et al (2006) ndo detectou associacdo para o polimorfismo Dral isoladamente.
Porém, haplotipos contendo também os SNPs Mspl e Hhal mostraram associagdo com o
TDAH, mas quando o alelo C do Dral era considerado. Em 2008, CHO et al, através da
analise do TDT, encontraram transmissdao preferencial do alelo C do Dral na sua amostra
coreana. E interessante ressaltar que o resultado positivo desses dois Ultimos trabalhos se
refere ao alelo C, contrastando com o estudo de PARK et al, (2005), que encontrou
associacdo com o alelo T. Como ja mencionado, essas diferencas podem ocorrer devido a
diferencas étnicas, sendo possivel que o alelo de risco seja diferente entre as populacGes
estudadas.

Para 0 SNP Hhal ainda ndo foi descrito nenhum resultado positivo (PARK et al, 2005;
DEUPREE et al, 2006). No trabalho de PARK et al (2005), uma analise de desequilibrio de
ligacdo (DL) identificou entre os haplotipos mais freqlientes combinagdes onde tanto o alelo
G como o alelo A do SNP Hhal estdo em DL com o alelo G do Mspl, o que fez o autor

sugerir os dois como possiveis alelos de risco, de acordo com a andlise utilizada: na analise de
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familias, o alelo G foi considerado como de risco, enquanto que na analise dimensional o
alelo A foi considerado como de risco. A auséncia de resultados positivos, entretanto, faz com
que nenhum dos dois alelos possa ser confirmado ou excluido como alelo de suscetibilidade
até agora.

Além desses polimorfismos outros ja foram descritos para o gene ADRA2A, trés deles
em regides codificadoras e em popula¢des caucasoides (PARK et al, 2005). Estes SNPs foram
denominados rs18000034, rs1800035 e rs1800036, sendo variantes ndo sindnimas, com
potencial de produzir diferencas funcionais na proteina. Porém, analises populacionais nao
identificaram esses SNPs na populacdo estudada por PARK et al (2005), o que fez esses
autores sugerirem que sdo de fato mutages raras.

Apesar dos resultados positivos para Mspl e Dral e negativos para Hhal, a
funcionalidade de cada um desses SNPs ainda nédo esta esclarecida. BELFER et al (2005)
sugere que o gene ADRAZ2A atuaria como um “bloco funcional”, pois ha um elevado
desequilibrio de ligacdo (DL) entre esses polimorfismos e outros presentes no gene. O bloco
haplotipico, nesse estudo, € composto por 9 diferentes SNPs e foi suficiente para capturar o
conteddo de informagdo mesmo quando o suposto locus funcional nédo foi incluido. Assim, a
associacdo de um polimorfismo do gene ADRA2A com TDAH, quando detectada, poderia ser
um resultado de outro SNP funcional, em desequilibrio de ligagdo com o SNP em estudo. Por
iSs0, € necessario estudar esses diferentes polimorfismos para elucidar de que forma ocorre a
influéncia do gene ADRA2A na etiologia do TDAH em geral, e particularmente na nossa

populacéo.

Mspl Hhal Dral

| !
5 3
C/G G/A CIT

Figura 1: Representacdo esquemdtica da estrutura do gene ADRA2A e os trés polimorfismos estudados
(modificado de PARK et al, 2005).

2. JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

O TDAH é um transtorno que tanto afeta criancas e adolescentes como pode continuar
até a fase adulta. Muitos sdo os impactos que a doenca pode ter nesses individuos, como

prejuizos na escola, na relacdo familiar e social. Embora tenha a influéncia bem demonstrada
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de componentes genéticos, os estudos com genes candidatos realizados até 0 momento nédo
sdo suficientes para determinar todos os genes que conferem suscetibilidade ao TDAH. As
informacdes genéticas poderdo ajudar a esclarecer a patofisiologia do transtorno e a produzir
conhecimento que poderd auxiliar o profissional a melhorar a vida dos pacientes. Estudos
sobre o papel do gene ADRA2A apresentam resultados conflitantes, como demonstrados
anteriormente. Portanto, é necessario que mais estudos com esse gene sejam realizados, com a
finalidade de compreender melhor o seu envolvimento na etiologia do TDAH. Em nossa
populacdo, este loco, especificamente o polimorfismo Mspl tem mostrado associagao,
particularmente sobre sintomas de desatencdo. Porém, dividas sobre a funcionalidade do
polimorfismo impedem que se afirme que seja esse SNP que atua na etiologia do TDAH.
Assim, justifica-se um estudo mais detalhado do gene ADRA2A na nossa amostra.

Objetivos:

1. Estudar a possibilidade de associacdo entre os polimorfismos -262 G>A (Hhal, rs1800545)
e 1780 C>T (Dral, rs553668) do gene ADRA2A com o TDAH do subtipo desatento (TDAH-
D) atraves de uma abordagem caso-controle;

2. Estudar a possibilidade de associacao entre esses polimorfismos e o TDAH-D através de
um método baseado em familias;

3. Verificar o grau de Desequilibrio de Ligacdo (DL) entre os polimorfismos -1291C>G
(Mspl, rs1800544), previamente estudado na presente amostra, Hhal e Dral;

4. Analisar a possibilidade de associacdo entre os haplotipos obtidos e 0 TDAH-D pelo

método baseado em familias.

3. MATERIAL E METODOS

3.1 AMOSTRA

A amostra utilizada para este estudo foi previamente coletada para outras pesquisas do
grupo. E composta por 100 casos (criancas e adolescentes afetados por TDAH do subtipo
desatento) e seus respectivos pais bioldgicos, e 100 controles (criancas e adolescentes que nao
sdo afetados por TDAH), obtidos em escolas publicas de Porto Alegre. Os professores foram
inicialmente treinados por um psiquiatra da infancia e adolescéncia para detectar alunos com

sintomas de desatencdo e também aqueles que ndo apresentavam sintomas, possiveis
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controles. Os alunos identificados nessa triagem foram convidados a fase diagndstica do
estudo realizada pelo Programa de Déficit de Atencdo e Hiperatividade do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre (ProDAH-HCPA), seguindo diretrizes do DSM-IV. A Figura 2
apresenta de forma esquematica as etapas da amostragem, e a Tabela 1 apresenta as
caracteristicas demogréaficas e clinicas da amostra. Mais detalhes sobre a obtencdo, avaliacéo

e caracterizagdo da amostra podem ser vistos no trabalho de SCHMITZ et al. (2006).

Casos Controles
486 estudantes foram selecionados nas 245 estudantes foram selecionados
escolas baseado nos escores da SNAP- nas escolas baseado nos escores da
1V pelos professores. SNAP-IV pelos professores.

l \ 4
Todos convidados para 151 conv_idadgs para
fase do diagnéstico: fase do diagnstico:
1) K-SADS-E aplicado 1) K-SADS-E aplicado
por assistentes de 13 recusas por aS.SIStentes de 37 recusas
pesquisa; 331 negativos para TDAH-D pesquisa; »| 15 com TDAH
2) QI estimado por » 18 com retardo mental 2) QI estimado por 02 com retardo
psicc’)'ogos treinados; 24 m’ées_ biolégicas nao pSiCélOgOS treinados; mental
3) Awaliacio clinica disponiveis 3) Avaliacdo clinica
completa por um co_mp_leta por um
psiquiatra infantil, psiquiatra infantil.

\ 4
100 casos 100 controles

Figura 2: Fluxograma da participaco dos pacientes (adaptado de SCHMITZ et al, 2006).
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Tabela 1: Caracteristicas demogréficas e clinicas dos casos com TDAH-D e controles (adaptado de SCHMITZ
etal, 2006 ).

- TDAH-D Controles
Caracteristica (n=100) (n=100) Valor de P
Média de idade (DP), meses 142 (39,5) 140 (38,5) 0,72
Sexo (Masculino), % 68 68 1
Etnia, % 0,13
Descendentes de Europeus 62 73
Descendentes de Africanos 38 27
Média de Escolar (DP), anos 4,4 (2,7) 4,7 (3) 0,12
NSE (classe B), % 49 56 0,13
TDAH Materno, % 28 3 <0,001
Média de QI estimado (DP) 94 (11) 99,3 (11,4) 0,002
Uso de alcool na gestacéo, % 9 4 0,2
Média de peso ano nascer (DP), kg 3,32 (0,6) 3,29 (0,6) 0,74
Média de idade materna no parto (DP), anos 27 (6,5) 27,6 (6,7) 0,53
Comorbidades, %
Transtornos de Humor
Depressdo Maior 4 1 0,25
Distimia 4 1 0,22
Transtorno de Ansiedade
Fobia simples 21 19 0,69
TAG 14 5 0,05
TAS 8 3 0,18
Fobia Social 21 5 0,004
Agorafobia 11 5 0,1
Transtornos Disruptivos
TOD 38 14 0,001
TC 2 1 0,57

DP: Desvio Padrdo; NSE: Nivel sécio-econdmico; TAG: Transtorno de Ansiedade Generalizada; TAS: Transtorno de
Ansiedade de Separacdo; TOD: Transtorno de Oposicéo Desafio; TC: Transtorno de Conduta.

3.2 ANALISES LABORATORIAIS

O DNA foi obtido a partir de sangue total através da técnica de salting out descrita por
LAHIRI & NURNBERGER (1991). A identificacdo dos dois polimorfismos, Hhal
(rs1800545) e Dral (rs553668), foi realizada através da amplificacdo utilizando sistema de
discriminacdo alélica TagMan (Applied Biosystems 7500 Real Time PCR System), conforme

protocolo sugerido pelo fabricante.

3.3 ANALISES ESTATISTICAS

As frequéncias genotipicas foram calculadas com o auxilio do programa SPSS, versao
12. As frequéncias génicas e o equilibrio de Hardy—Weinberg foram obtidos por analises
diretas das freqiiéncias genotipicas e pelo calculo de ¥°. A anélise de associacdo foi feita
através de duas abordagens. A primeira foi a de caso-controle populacional, utilizando a

analise de Regressdo Logistica Condicional através do programa SPSS (versdo 12) para
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comparar freqliéncias génicas e genotipicas entre 0s casos e 0s controles no contexto de
potenciais confundidores. Para essa andlise, a definicdo dos genotipos de risco foi feita de
acordo com as hipoteses bioldgicas propostas por PARK et al (2005) e GIZER et al (2009). A
outra abordagem realizada foi através de um método baseado em familias, utilizando-se o
software FBAT para andlise tanto dos polimorfismos isolados como em hapl6tipos. Este
programa estima as associa¢fes genéticas a partir da transmissdo dos alelos ou haplétipos
parentais a descendéncia afetada; havendo transmissdo preferencial de um dos alelos ou
haplétipos detecta-se associacdo. A analise de desequilibrio de ligacdo entre os polimorfismos
e estimativas de haplétipos foi realizada através do programa MLocus. O nivel de

significancia considerado em todas as analises foi de 0,05.

4. RESULTADOS

No célculo das freqiiéncias génicas e genotipicas foram considerados somente 0s
pacientes descendentes de europeus ndo aparentados (n=63), embora a amostra seja composta
por individuos descendentes de europeus, africanos e mistos. Na tabela 2 podem ser
visualizadas as freqliéncias génicas e genotipicas dos polimorfismos Hhal e Dral. As
frequéncias génicas para ambos estdo de acordo com o descrito na literatura para esse grupo
étnico. As freqliéncias genotipicas para os dois polimorfismos, em paciente e controles, estao
em equilibrio de Hardy-Weinberg, ou seja, as freqiéncias observadas ndo diferiram do
esperado significativamente. As freqliéncias génicas e genotipicas ndo foram calculadas para

0s demais grupos étnicos devido ao reduzido nimero amostral desses grupos.

Tabela 2: Freqliéncias génicas e genotipicas dos casos com TDAH-D e controles, considerados somente
descendentes de europeus nao aparentados (n=63).

] ] Freqléncias . Frequéncias
Polimorfismos  Alelos Genotipos
Casos Controles Casos Controles

A 0,14 0,10 AA 0,02 0
Hhal G 0,86 0,90 AG 0,25 0,21
GG 0,73 0,79
C 0,78 0,76 CC 0,63 0,59
Dral T 0,22 0,24 CT 0,29 0,35

TT 0,08 0,06
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Para a analise caso-controle, a regressdo logistica condicional foi realizada
considerando-se 0 genétipo homozigoto para o suposto alelo de risco versus o0s outros
genotipos. Realizamos a analise com genotipo de risco, pois seguimos a mesma abordagem
do trabalho de SCHMITZ et al (2006). A escolha do gendtipo de risco para os SNPs Hhal e
Dral foi definida a partir do trabalho de PARK et al (2005), que julgamos ter abordagem e
amostra mais similares as nossas. Em relacdo ao SNP Hhal, onde tanto o alelo G como 0 A
foram sugeridos como de risco, optamos pelo alelo A para defini¢cdo do gen6tipo de risco, ja
que este foi sugerido na analise dimensional realizada por PARK et al (2005), abordagem
onde nossos achados prévios sdo mais consistentes. A definicdo dos potenciais confundidores
a serem inseridos na analise teve como critério a presenca de associa¢cdo tanto com o fator em
estudo quanto com o desfecho, sendo considerado significativo o valor de p < 0,20. No
polimorfismo Hhal, os pacientes com genétipo de risco AA ndo tiveram um valor
significativo de odds ratios (ORs) para 0 TDAH-D em relacdo aos outros genotipos (AG e
GG; p= 0,652; OR= 1,701; ver tabela 3), mesmo controlando para possiveis confundidores
(QI estimado, etnia e agorafobia). Para o polimorfismo Dral, o0 genétipo de risco TT tambem
ndo mostrou um OR significante para 0 TDAH-D em relacdo aos outros genotipos (CT e TT;

p=0,858; OR=1,108; ver tabela 3), controlando para possiveis confundidores (agorafobia).

Tabela 3: Analise de associacdo através de uma abordagem caso-controle para os polimorfismos Hhal e Dral,
controlado para potenciais confundidores.

Wald x> Valor de P OR IC 95%*
Hhal
QI estimado 9,352 0,002 0,955 0,92 - 0,98
Etnia 1,371 0,242 1,542 0,74 -3,18
Agorafobia 1,293 0,255 1,937 0,62 — 6,05
Gendtipo de risco AA 0,203 0,652 1,701 0,16 — 17,09
Dral
Agorafobia 2,098 0,147 2,187 0,75 -6,30
Gendtipo de risco TT 0,032 0,858 1,108 0,36 — 3,40

1 IC= Intervalo de confianca.

A analise de associacdo pelo método baseado em familias realizada para cada loco
separadamente ndo mostrou diferenca estatisticamente significativa entre alelos transmitidos e
ndo transmitidos, com valores de P de 0,865 para o Hhal e de 0,492 para Dral (dados

apresentados na Tabela 4).



17

Tabela 4: Resultados da analise de associagdo pelo método baseado em familias realizada através do programa
FBAT.

Polimorfismos  Alelos N* Observado®  Esperado® Z P
TDAH-D
Hhal A 30 18 18,500 -0,169 0,865
G 42 41,500 0,169
Dral C 41 57 54,500 0,687 0,492
T 27 29,500 -0,687

! N° de familias informativas incluidas no teste.
2 N° observado de transmisses.
® N° esperado de transmissdes sob a hip6tese nula de auséncia de associacéo.

Para a analise de desequilibrio de ligacdo (DL) foi considerado também o
polimorfismo Mspl, previamente estudado na presente amostra, além dos SNPs Hhal e Dral.
Os resultados indicam um forte DL entre os trés polimorfismos; na tabela 5 esses resultados

podem ser visualizados com detalhes.

Tabela 5: Resultados da analise de desequilibrio de ligacdo (DL) para os trés polimorfismos.
Mspl Hhal Dral

P <0,001 P <0,001

Mspl -
D’ =0,947 D’ =0,962
P <0,001 P <0,001
Hhal -
D’ = 0,947 D’ =1,000
P <0,001 P <0,001
Dral -

D’ =0,962 D’ =1,000

Com base nos resultados das analises de DL, a hipotese de associacdo em haplétipos
foi testada com os trés SNPs. O programa FBAT estimou seis tipos de haplétipos. No entanto,
somente foram incluidos no teste aqueles que apresentavam freqiiéncia maior ou igual a 0,1,
totalizando trés haplétipos. Os resultados podem ser vistos na tabela 6. Ndo houve evidéncia
de associacdo entre 0 TDAH-D e qualquer um dos haplétipos analisados (valores de P iguais a
0,532, 0,679 e 0,875).

Tabela 6: Resultados da analise de associa¢do em hapl6tipos com os polimorfismos.

Haplétipos'  Freqiiéncia N? Observado®  Esperado’ z P
TDAH-D
C/G/IC 0.581 42.9 60.950 58.450 0.624 0.532
GIGIT 0.223 37.9 28.950 30.450 -0.413 0.679
G/A/IC 0.152 29 19 19.500 -0.156 0.875

! A seqiéncia do hapl6tipo é: Mspl/Hhal/Dral.

2 N° de familias informativas incluidas no teste.

¥ N° observado de transmissdes.

* N° esperado de transmissdes sob a hipétese nula de auséncia de associagao.
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5. DISCUSSAO

Estudos anteriores do nosso grupo mostraram um efeito significante do SNP -
1291C>G (Mspl, rs1800544) em sintomas de desatencdo, tanto através de andlises
dimensionais (ROMAN et al 2003, 2006), como através de uma abordagem caso-controle
(SCHMITZ et al 2006), sugerindo que o gene ADRA2A seja um gene de suscetibilidade ao
TDAH, particularmente a dimensdo de desatencdo, na nossa populacdo. Com o objetivo de
aprofundar o entendimento deste possivel efeito, o presente estudo, utilizando a mesma
amostra de SCHMITZ et al (2006), investigou a influéncia dos polimorfismos Hhal e Dral no
TDAH-D tanto por uma abordagem caso-controle como por um método baseado em familias
(FBAT). No entanto, ndo houve associa¢do desses polimorfismos com este subtipo clinico do
transtorno, nas duas abordagens utilizadas, tanto isoladamente como em haplotipos.

Os trabalhos de PARK et al (2005) e DEUPREE et al (2006) corroboram nossos
resultados negativos para o polimorfismo Hhal, sugerindo que esse SNP ndo esta
desempenhando um papel direto na predisposicdo para 0 TDAH na amostra estudada. Ja em
relacdo ao polimorfismo Dral, nossos achados concordam com os descritos por WANG et al
(2006), mas discordam do observado nos demais estudos (PARK et al, 2005; DEUPREE et
al, 2006; CHO et al, 2008). Uma possivel explicacdo para estes resultados negativos seria um
erro estatistico do tipo Il, ocorrido em funcdo do método de analise utilizado. Esta
possibilidade se aplicaria as analises de associacdo baseadas em familia, especialmente as que
utilizam o teste de desequilibrio de transmissdo (TDT) e/ou o software FBAT. Embora sejam
as metodologias mais utilizadas na literatura para 0 TDAH, estas abordagens sdo também as
mais restritivas nos critérios de selecdo das familias a serem incluidas na andalise. Desta
maneira, 0 n amostral tende a diminuir drasticamente (apenas a parcela da amostra
considerada informativa € analisada), dificultando a deteccdo de resultados significativos em
se tratando de genes de pequeno efeito, como € o caso do TDAH. Porém, a analise de
associacdo atraves de uma abordagem caso-controle, que diminuiria a chance de se obter um
falso-negativo, também ndo evidenciou resultados positivos, sugerindo que o SNP Dral
realmente ndo estd associado ao TDAH do subtipo desatento na nossa populacdo. As
frequéncias dos polimorfismos analisados também poderiam explicar um erro estatistico do
tipo Il, uma vez que para conseguir detectar efeitos pequenos, principalmente com nimero
amostral pequeno, o ideal seriam freqiiéncias em torno de 50% para cada alelo, o que ndo

ocorre na nossa amostra. E importante considerar ainda que a maioria dos métodos de anélise
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utilizados pelos estudos moleculares, embora amplamente difundidos, ndo parecem ser
totalmente adequados a investigacdo da influéncia de genes de pequeno efeito em doencas
multifatoriais. Isto enfatiza a necessidade por estudos futuros que implementem novas
estratégias capazes de fornecer poder estatistico suficiente para detectar tais efeitos pequenos
em genes candidatos (FRANKE et al, 2009; GIZER et al, 2009; STERGIAKOULI &
THAPAR, 2010).

Vinculada a deteccdo do efeito em genes de suscetibilidade, outra explicagdo para
nossos resultados negativos para o Dral pode ser o numero amostral reduzido, mesmo na
abordagem caso-controle (100 casos x 100 controles). IOANNIDIS et al (2003) chamam a
atencdo para o numero amostral utilizado nos estudos de genes candidatos, uma vez que estes
precisam de amostras grandes para alcancar o poder estatistico adequado e resultados
replicaveis. Entretanto, uma parte consideravel dos estudos com o TDAH néo satisfaz essa
necessidade (GIZER et al, 2009; FARAONE & MICK, 2010; STERGIAKOULI &
THAPAR, 2010). Para contornar essa limitagdo, e também com a finalidade de esclarecer os
resultados discrepantes encontrados em diversos trabalhos, GIZER et al (2009) realizaram
uma meta-analise para os principais genes investigados no TDAH. Para o gene ADRA2A nao
foi verificado efeito significativo para qualquer um dos trés polimorfismos ja estudados nessa
doenca. Porém, para o polimorfismo Dral foi observada uma heterogeneidade significativa no
tamanho de efeito entre os estudos, o que pode ter contribuido para o resultado negativo da
meta-analise, sendo o estudo de PARK et al (2005) o que mais contribuiu para esta
heterogeneidade. E interessante observar ainda que os demais estudos que obtiveram
resultados positivos para 0 SNP Dral (DEUPREE et al, 2006; CHO et al, 2008) sugeriram o
alelo C ou genotipo CC como de risco, ao contrario do sugerido por PARK et al (2005), e que
cada um desses relatos analisou subgrupos diferentes de pacientes ou aspectos especificos do
fendtipo TDAH, através de diferentes metodologias. Desta forma, o resultado negativo obtido
no presente trabalho para este polimorfismo adiciona aos resultados controversos da literatura,
que impedem uma concluséo sobre a possivel influéncia desse SNP no transtorno.

Embora nossos resultados sugiram que nenhuma das variantes aqui investigadas esta
envolvida na etiologia do TDAH na nossa populacdo, é possivel que o efeito de cada uma
delas dependa de diferentes polimorfismos atuando conjuntamente. Para verificar essa
possibilidade, foi realizada uma analise de hapl6tipos, incluindo o Mspl, além do Hhal e do
Dral. Considerando o resultado positivo obtido por SCHMITZ et al (2006) para 0 TDAH-D e
que os trés polimorfismos apresentam um forte DL, essa analise poderia evidenciar uma

associacdo. A nossa hipotese era de que um dos haplotipos contendo o alelo de risco para o
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Mspl (alelo G) fosse preferencialmente transmitido. No entanto, ndo obtivemos resultados
positivos. Considerando que o achado de SCHMITZ et al (2006) se refere ao gendtipo GG, é
possivel que o efeito real do gene ADRA2A na nossa amostra dependa ndo apenas do alelo G
mas de sua presenca em homozigose, condicdo que ndo é mantida na analise de haplo6tipos.
Considerando tudo o que foi discutido, concluimos que o efeito do gene ADRA2A na
nossa populagdo, particularmente sobre os sintomas de desatencdo, parece estar mesmo
relacionado ao polimorfismo Mspl. Essa afirmagéo pode ser corroborada tanto pelos estudos
de associagcdo com outras amostras realizados por nosso grupo, que mostraram associacao do
genotipo GG com o mesmo grupo de sintomas (ROMAN et al 2003, 2006), como pelos
nossos estudos de farmacogenética com o ADRA2A, que indicaram um efeito significativo do
alelo G na melhora dos sintomas de desatencdo com o tratamento com metilfenidato
(POLANCZYK et al, 2007b; DA SILVA et al, 2008). A nossa hipdtese, entretanto, nao
concorda com o que foi sugerido na literatura, de que o SNP Dral seja funcional e que o gene
ADRAZ2A atue como um “bloco haplotipico funcional”, devido ao alto DL que existe entre 0s
diferentes SNPs (BELFER et al, 2005). O que podemos sugerir € que 0os SNPs Dral e Hhal
atuem como marcadores apenas, ndo s6 do Mspl, mas de outros polimorfismos ainda nao
analisados, ndo influenciando na etiologia do TDAH. Todas essas hipdteses ja estdo sendo
investigadas pelo nosso grupo, através do estudo dos SNPs Hhal e Dral em outras amostras e
também através de estudos funcionais in vitro e in silico com os trés polimorfismos. Esses
outros estudos aumentardo a nossa compreensdo acerca da influéncia dessa regido na
neurotransmissao noradrenérgica e, consequentemente, no TDAH, e poderemos entdo inferir
com mais certeza sobre o efeito do polimorfismo Mspl e das demais variantes nos sintomas de

desatencdo e no TDAH como um todo, na nossa populagéo.
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