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RESUMO

O Transtorno de Déficit de Atengdo e Hiperatividade (TDAH) ¢ uma doenga complexa
cuja herdabilidade ¢ estimada em torno de 76%. E comum na infincia e adolescéncia, sendo a
prevaléncia mundial de aproximadamente 5% das criangas em idade escolar. Esse transtorno
apresenta trés subtipos clinicos: predominantemente desatento, predominantemente
hiperativo/impulsivo e combinado, onde sintomas das duas outras dreas estdo presentes.
Como principais candidatos para estudos moleculares com o TDAH, estdo os genes
codificadores de componentes do sistema dopaminérgico, dentre eles o gene que codifica o
receptor D2 de dopamina (DRD2). O estudo tem enfoque em dois polimorfismos: TaqlA
(rs1800497), SNP originalmente descrito na regido flanqueadora 3’ do DRD2 mas localizado
no gene ANKK1 (ankyrin repeat and kinase domain containing 1), e -141C Ins/Del
(rs1799732), inser¢ao/dele¢do localizada na regido promotora do gene DRD2. Este estudo
verificou a possibilidade de associagcdo destes polimorfismos com o TDAH numa amostra
composta por 478 criancas e/ou adolescentes diagnosticados pelo ProDAH-HCPA de acordo
com o DSM-IV e seus pais biologicos. Os polimorfismos foram genotipados pela técnica
PCR-RFLP. A hipotese de associacao foi verificada por método baseado em familias, através
do programa FBAT. As frequéncias encontradas estdo em Equilibrio de Hardy-Weinberg e de
acordo com a literatura. Os resultados nao indicaram associagdo de nenhum dos
polimorfismos com o TDAH. Apesar disso, ndo podemos afirmar que o gene DRD2 nao
contribui para a patofisiologia do TDAH, sendo necessario um estudo mais amplo de toda a

regido gendmica DRD2/ANKK1 para definir se a mesma influencia ou ndo no TDAH.



Introducéo

O Transtorno de Déficit de Atengdo e Hiperatividade (TDAH) € um dos transtornos
psiquiatricos mais comuns na infancia e na adolescéncia, sendo caracterizado por sintomas
marcantes de desatencdo, hiperatividade e impulsividade. Ele afeta em torno de 5% das
criancas em idade escolar (Polanczyk e cols., 2007) e em amostras clinicas € cerca de quatro
vezes mais comum em meninos do que em meninas (Rohde e Halpern, 2004, Spencer e cols.,
2007). De acordo com Manual de Diagnostico e Estatistica de Transtornos Mentais, o DSM-
IV (American Psychiatric Association, 1994) sdo reconhecidos trés tipos de TDAH, conforme
a presenca de um minimo de seis sintomas em uma ou ambas as areas de sintomas:
predominantemente desatento, predominantemente hiperativo-impulsivo e combinado.
Etiologicamente, esta ¢ considerada uma doenca complexa, com herdabilidade estimada em
torno de 76% (Faraone e Mick, 2010). E provavel que a transmissio do TDAH ocorra através
de véarios genes de pequeno efeito, que conferem suscetibilidade a esse transtorno. Porém, o
seu desenvolvimento parece depender ainda da interagcdo destes genes entre si € com diversos
outros fatores ambientais (Waldman e Gizer, 2006; Stergiakouli e Thapar, 2010).

Evidéncias de estudos neurobioldgicos indicam que os sintomas e,
conseqiientemente, os prejuizos cognitivos € comportamentais no TDAH ocorrem devido a
alteracdes estruturais e funcionais em diferentes regides e processos cerebrais (Luman e cols.,
2010). Entre os sistemas de neurotransmissores possivelmente envolvidos, disfun¢des no
sistema dopaminérgico tém sido consistentemente observadas na literatura (Genro e cols.,
2010). Por esta razdo, genes que codificam componentes deste sistema s3o 0s mais
investigados nos estudos de associacdo com o TDAH (Waldman e Gizer, 2006; Gizer e cols.,
2009; Sharp e cols., 2009; Faraone & Mick, 2010).

O gene DRD2, que codifica o receptor do tipo 2 de dopamina, foi um dos primeiros
locos a serem estudados no TDAH (Rowe e cols.,, 1999). Ele codifica uma proteina
transmembrana que ¢ capaz de se ligar a dopamina inibindo a enzima adenilato ciclase (Rowe
e cols., 1999; Nyman e cols., 2007; Kollins e cols., 2008). Receptores D2 de dopamina sao
expressos em neurdnios do mesencéfalo, caudado, sistema limbico e, mais especificamente,
no nacleo accumbens, no hipocampo e em partes do coértex cerebral, areas freqiientemente
associadas ao TDAH (Makris e cols., 2009). Esses receptores t€ém uma elevada afinidade por
drogas antipsicoticas e por essa razdo acredita-se que a acdo terapéutica dessas drogas ocorra

nesses locais (Kandel, 1991).



O gene DRD2 faz parte de um cluster de genes presentes em uma regido bem
conservada ao longo da evolugdo dos vertebrados. Esse gene, com aproximadamente 270 Kb,
estd localizado no cromossomo 11q22-23, contém oito éxons e inclui um intron de
aproximadamente 250 Kb separando o primeiro éxon dos éxons que codificam a proteina do
receptor (Eubanks e cols., 2002). O DRD2 tem predominantemente duas isoformas, uma
longa e outra curta, as quais sdo geradas num splicing alternativo do exon 6 do mRNA.
Ambas isoformas mostram distintas fung¢des in vivo, bem como uma capacidade diferencial
para aumentar a concentragao de receptores D2.

Uma das principais variantes presentes neste loco ¢ o polimorfismo TaglA
(rs1800497), caracterizado por uma troca de uma citosina por uma timina, que gera um sitio
de restri¢do usualmente reconhecido pela endonuclease Taql, com freqiiéncias variaveis entre
as diferentes etnias e populacdes estudadas (Grandy e cols., 1993). Inicialmente acreditava-se
que esse polimorfismo estava localizado na regido 3’ do gene DRD2. Porém, posteriormente
verificou-se que esse SNP esta na verdade dentro do éxon 9 do gene ANKKL1 (ankyrin repeat
and kinase domain containing 1), codificado pela seqiiéncia complementar ao DRD2 no
sentido reverso. A troca C/T leva a substituicdo Glu713-to-Lys (E713 K) na proteina
codificada pelo ANKK1 (Neville e cols., 2004). A localizacdo do TaqlA numa regido
codificante do ANKK1 nos leva a questionar as razdes pelas quais esse polimorfismo esta
associado ao receptor D2 de dopamina, uma vez que fica a jusante do codon de terminagdo
deste (Ponce ¢ cols., 2009).

Apesar da incerteza sobre seu significado funcional, o polimorfismo TaglA do gene
DRD2/ANKK1 ¢ bastante investigado em diferentes doengas complexas, como obesidade
(Epstein e cols., 2007), alcoolismo (Blum e cols., 1991; Comings e cols., 1991), tabagismo
(Munafo e cols., 2004), abuso de substancias (Noble, 1994), doenca de Alzheimer e
transtornos psiquiatricos variados como a esquizofrenia (Parsons e cols., 2007) e a sindrome
de Tourette (Comings e cols., 1991). No TDAH, o primeiro estudo foi realizado por Rowe ¢
cols. (1999), mostrando associagdo da homozigose para o alelo A2 (presenga da citosina) e
aumento do numero de sintomas de TDAH. Depois deste primeiro relato, diferentes
resultados foram obtidos. Alguns autores (Kirley e cols., 2002; Kustanovich e cols., 2004)
através do teste de desequilibrio de transmissao, ¢ Huang e cols. (2003) através de um estudo
caso-controle, ndo encontraram associagdo do polimorfismo TaglA com o TDAH. Por outro
lado, sempre através da abordagem caso-controle, Sery e cols. (2006) observaram associacao

do alelo Al(presenca da timina) e do genotipo A1A1 em homens com TDAH, Drtilkovae e



cols. (2008) e Kopeckova e cols. (2008) encontraram, respectivamente, associagdo do alelo
Al e do gendtipo A1A1 em meninos com a doenca, e Paclt e cols. (2010) verificaram um
efeito significativo do alelo A1l no aumento do risco para o TDAH em pacientes com o
subtipo clinico combinado e sem comorbidades. E interessante observar que estes quatro
estudos foram realizados na Republica Tcheca. Pesquisando uma amostra da Finlandia,
Nyman e cols. (2007) também encontraram associacdo do alelo Al com o TDAH. Ja
Waldman (2004), em um estudo bastante refinado, investigou o polimorfismo TaglA em
criancas com e sem TDAH e suas maes, juntamente com trés variaveis que refletem a
estabilidade marital das maes, verificando a possibilidade de interacdo gene-ambiente.
Diferentes efeitos de interacdo entre as variaveis analisadas e os gendtipos para o DRD2 nas
criangas e nas maes foram observados, os quais foram capazes de predizer o diagnostico de
TDAH nas criangas. A metandlise realizada por Gizer e cols. (2009) detectou tanto um efeito
positivo (OR = 1,54; P < 0,001) como marginal (OR = 1,65; P = 0,110) para o alelo Al, de
acordo com a estatistica utilizada. Segundo os autores, a diferenga nesses resultados pode ser
explicada pela heterogeneidade significativa no tamanho de efeito entre os estudos, sendo
necessarias novas investigacdes para determinar se o TaglA esta ou ndo associado ao TDAH.
Um polimorfismo supostamente funcional presente no gene DRD2, embora ainda
pouco estudado, ¢ o polimorfismo — 141C Ins/Del (rs1799732) localizado a montante do
exon 1 na posi¢cdo 141 da regido 5’ promotora do gene DRDZ2. Possui dois alelos, sendo que o
alelo A1 ¢ uma delegdo de citosina e o alelo A2 ¢ uma inser¢do de citosina. O alelo A2 é o
mais freqiiente, sendo a forma selvagem do gene. Segundo Ohara e cols. (1998), em
esquizofrénicos esse polimorfismo reduz a expressao do receptor D2, além de estar associado
com a diminui¢do desse tipo de receptor na regido do estriado em individuos portadores do
genétipo — 141C Ins/Ins. Esse polimorfismo demonstrou ainda resultados interessantes in
vivo, onde a forma — 141C Del apresenta uma diminui¢do da atividade de transcri¢do e uma
maior densidade de receptores D2 na regido do estriado (Arinami e cols., 1997; Johann e
cols., 2005). Além de esquizofrenia, esse polimorfismo foi investigado em estudos de
associacdo com suicidio (Johann e cols., 2005), alcoolismo (Prasad e cols., 2010) ¢ na
resposta ao tratamento com drogas antipsicoticas (Zhang e cols., 2010). Em uma investigacao
caso-controle realizada com uma amostra de alcoolistas que apresentavam TDAH, esse
polimorfismo ndo apresentou resultados positivos (Johann e cols., 2005). Além deste, ndo

foram feitos outros estudos de associa¢do do polimorfismo — 141C Ins/Del com o TDAH.



O gene DRD2 parece ter grande importdncia em outros transtornos
externalizadores além do TDAH, como o Transtorno de Conduta (TC) e o Transtorno de
oposic¢ao desafio (TOD) (Comings e cols., 1997; Lu e cols., 2001; Esposito-Smythers e cols.,
2009), estando relacionado com impulsividade e busca de novidades. E importante observar
que TOD e TC ocorrem em cerca de 50% dos pacientes com TDAH (Acosta e cols., 2004;
Cormier, 2008), o que poderia representar uma relagao indireta deste gene com o a doenga. O
mesmo pode ser dito sobre o abuso/dependéncia de drogas que freqiientemente esta associado
ao TDAH na adolescéncia ¢ idade adulta (Wilens e Dodson, 2004; Newcorn, 2008), dada a
participagdo de receptores do tipo D2 em mecanismos cerebrais de recompensa importantes
no refor¢o ao uso de drogas. Todos esses motivos nos levaram a investigar a associagao do
gene DRD2 no TDAH, no intuito de identificar uma possivel influéncia do mesmo nesse

transtorno, através da analise dos polimorfismos TaglA e -141C Ins/Del.

Material e Métodos

Caracterizacdo amostral

A amostra do atual estudo ¢ composta por 478 familias, constituidas por casos
(criancas e adolescentes afetados por TDAH) e seus respectivos pais biologicos. A mesma foi
previamente coletada durante a realizacdo de diferentes projetos de pesquisa vinculados aos
Programas de Pos-graduacdo em Genética e Biologia Molecular e em Psiquiatria, ambos da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS). Os pacientes foram avaliados em
diferentes etapas através do Programa do Déficit de Atencdo e Hiperatividade (ProDAH),
vinculado ao Servi¢o de Psiquiatria da Infancia e Adolescéncia do Hospital de Clinicas de
Porto Alegre (HCPA). Parte dessa amostra (380 pacientes) foi obtida diretamente através do
ProDAH, sendo o restante (100 pacientes) proveniente de triagem em escolas publicas de
Porto Alegre, posteriormente avaliados pelo ProDAH.

O diagnostico dos pacientes obtidos através do ProDAH (n = 380) foi feito de acordo
com os critérios do DSM-IV, seguindo um protocolo de trés etapas descrito detalhadamente
em Roman e cols., (2001), Rohde (2002) e Polanczyk e cols., (2007). Basicamente, o
processo diagnéstico compreendeu: a) avaliagdo com entrevista semi-estruturada (Schedule

for Affective Disorders and Schizophrenia for School-Age Children, Epidemiological Version



— K-SADS-E) (Orvaschel, 1985), modificado para avaliar os critérios do DSM-IV e
preenchido com os pais por assistentes de pesquisa treinados; b) discussao dos diagnosticos
derivados em comité clinico, coordenado por psiquiatra da infancia e adolescéncia com larga
experiéncia clinica; c) avaliagdo clinica do TDAH e comorbidades de acordo com critérios do
DSM-IV por um psiquiatra da infancia e adolescéncia que recebeu previamente os resultados
do K-SADS-E e que conduziu entrevistas com os pais (geralmente a mae) e a crianga ou
adolescente. Na ocorréncia de uma discrepancia no diagnostico no processo de trés fases, deu-
se preferéncia ao diagndstico derivado de entrevistas clinicas.

Uma avaliagdo cognitiva baseada nos subtestes cubos e vocabulario do Weschler
Intelligence Scale — Third edition (WISC-III; Weschler, 1991) foi realizada por um psicélogo
treinado para uma estimativa do QI. Ainda, os pais completaram a Child Behavior Checklist
(CBCL), Parent Report Form (Achenbach, 1991), uma lista de sintomas que relata os
problemas comportamentais da crianca e tem um alto poder discriminatério para o
diagnostico clinico do TDAH. Dados referentes a Swanson, Nolan and Pelham Scale -
version IV (SNAP-IV), uma escala que mede em escores sintomas das areas de desateng@o,
hiperatividade, impulsividade e oposi¢do (Swanson e cols., 2001), também foram coletados
em parte da amostra. Para os pacientes que freqlientavam a escola, foi enviado para o
professor uma Escala de Problemas de Atengdo (CBCL — Teacher Report Form, TRF)
(Achenbach, 1991), que inclui itens relacionados ao TDAH em sala de aula. Informacdes
socio-demograficas foram sistematicamente coletadas dos pais.

Para a coleta da amostra obtida em escolas publicas (n=100), os professores foram
inicialmente treinados por um psiquiatra da infancia e adolescéncia para detectar sintomas de
desatencdo nos alunos. Os alunos identificados nessa triagem como possiveis casos de TDAH
foram convidados a fase diagndstica do estudo, realizada no ProDAH, que entdo seguiu o
processo de trés etapas descrito anteriormente. Maiores detalhes podem ser vistos em Schmitz

e cols. (20006).

Esse estudo foi aprovado pelo Comité de Etica do HCPA ¢ pela Comissdo Nacional de
Etica em Pesquisa (CONEP). Aos pais foram prestados esclarecimentos, e, concordando em
participar deste projeto, as familias foram integradas na amostra. Os pais forneceram
consentimento informado por escrito e os probandos concordaram verbalmente em participar
do estudo. Apos a assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido foi coletada
uma amostra de sangue de 5 mL para extragdo de DNA de cada membro da familia, ou seja,

pai, mae e paciente. Todas as informagdes necessarias para o andamento do trabalho foram



obtidas durante o atendimento dos pacientes pelo Programa. Nenhum procedimento que ndo
se incluia na rotina de atendimento foi realizado, exceto as coletas das amostras de sangue. E
importante ressaltar que as amostras foram identificadas por numeros especificos colocados
nos tubos, de forma que o nimero do prontuario do HCPA e a identidade do paciente e de

seus pais ficaram preservados fora do ambito do Hospital.

Anélises Laboratoriais

O DNA utilizado no estudo foi obtido a partir de sangue periférico e extraido
através da técnica de “salting out” descrito por Lahiri ¢ Nurnberger (1991). Para identificagao
do polimorfismo TaqlA, o DNA foi amplificado pela reagdo em cadeia da polimerase (PCR)
de acordo com a técnica descrita por Huang e cols (2003), sendo em seguida checado em gel
de agarose 1,5% e visualizado sob luz ultravioleta para verificacdo da presenca da banda de
DNA amplificado. O polimorfismo TagIA foi genotipado através do uso de 15 microlitros do
produto de PCR, seguido de reacdo de digestio do mesmo com 5 unidades da enzima de
restricdo Tagl (PCR-RFLP), e posterior incubagdo da clivagem por 3 horas a 65° C. O
produto da reacdo de clivagem foi submetido a eletroforese em gel de agarose a 2% corado
com brometo de etidio e visualizado sob luz ultravioleta para identificagdo dos gendtipos. Os
alelos A1 (com a timina, auséncia do sitio Tagl “A”) e A2 (com a citosina, presenca do sitio
Tagl “A”) foram reconhecidos pela presenga de uma banda (com 310 pares de base) e duas
bandas no gel (de 130 e 180 pares de base), respectivamente. Para o polimorfismo -141C
Ins/Del o DNA foi amplificado pela reagdo em cadeia da polimerase (PCR) de acordo com a
técnica descrita por Arinami e cols (1997), e em seguida checado em gel de agarose 1,5% e
visualizado sob luz ultravioleta para verificagdo da presenga da banda de DNA amplificado.
Para a genotipagem foram usados 8 microlitros do produto de PCR, seguido de reacdo de
digestdo do mesmo com 5 unidades da enzima de restricio Mval (PCR-RFLP), e posterior
incubacdo da clivagem overnight a 37° C. Para a identificagdo dos gendtipos, o produto da
reacdo de clivagem foi submetido a eletroforese em gel de agarose a 2,5% corado com
brometo de etidio e visualizado sob luz ultravioleta. Os alelos Al (delegdo da citosina) e A2
(inser¢ao da citosina) foram reconhecidos pela presenca de uma banda (com 304 pares de

base) e duas bandas no gel (de 160 e 144 pares de base), respectivamente



Andlises estatisticas

As freqiiéncias génicas e genotipicas em individuos descendentes de europeus e ndo-
aparentados foram estimadas por contagem direta dos genotipos. O Equilibrio de Hardy-
Weinberg foi calculado com o teste X2. A investigacao da hipdtese de associagdo do TDAH
com os polimorfismos TaqlA e -141C Ins/Del foi feita utilizando-se o software FBAT 2.0.2,
programa que estima as associagdes genéticas a partir de probabilidades de transmissdo de
alelos a descendéncia afetada. Este programa ¢ estatisticamente bastante restritivo, uma vez
que ele so utiliza trios completos (pai, mae e filho), onde pelo menos um dos pais seja
heterozigoto, para efetivar os calculos estatisticos. Assim, a probabilidade de erro tipo I fica
reduzida. O software MLocus foi utilizado para fazer a estimativa do desequilibrio de ligagado
entre os polimorfismos estudados. Analises dimensionais foram realizadas por ANOVA de
uma via, através do software SPSS 14.0, utilizando-se escores de sintomas gerados pela escala

SNAP-IV. O nivel de significancia aceito foi de 0,05 em todas as analises.

Resultados

No presente estudo, 478 pacientes puderam ser avaliados. Estes sao
predominantemente meninos (79,1%) e descendentes de europeus (86,3%), com uma idade
média de 10,1 (£3,0) anos e QI médio de 92,5 (+13,8). O subtipo combinado da doenca foi o
mais comum (66,8%), seguido dos subtipos predominantemente desatento (26,1%) e
predominantemente hiperativo-impulsivo (7,1%). Transtorno de oposi¢do desafio foi a
comorbidade mais comum (47,5%), mas transtornos de ansiedade (27,8%), transtorno de
conduta (14,4%) e transtornos de humor (13,3%) também foram freqiientes.

As freqiiéncias génicas e genotipicas da nossa amostra foram calculadas apenas
para os descendentes de europeus ndo aparentados, resultando num total de 299 individuos
utilizados nestes calculos. Para o polimorfismo -141C Ins/Del, o alelo mais freqiiente foi o0 A2
(0,89), enquanto o genotipo mais comum foi o A2A2 (0,79). Para o polimorfismo TaglA, o
alelo e genotipo mais prevalentes foram o A2 (0,79) e o A2A2 (0,59), respectivamente. Mais
detalhes sobre esses dados podem ser vistos na Tabela 1. Para ambos os polimorfismos, as
freqiiéncias estdo em Equilibrio de Hardy-Weinberg e de acordo com o descrito na literatura

para o grupo étnico avaliado.
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Todos os pacientes genotipados (n = 478) foram incluidos nas andlises de
associacao feitas com o programa FBAT. Entretanto, os mesmos foram investigados em
diferentes subgrupos de pacientes: 1) a amostra total obtida pelo ProDAH (amostra clinica
total); 2) pacientes do subtipo combinado de TDAH (pacientes com no minimo 6 sintomas de
desatengdo e 6 sintomas de hiperatividade/impulsividade, obtidos entre o total de pacientes
provenientes do ProDAH); 3) pacientes do subtipo desatento (minimo de 6 sintomas de
desatengdo e menos de 6 sintomas de hiperatividade/impulsividade, obtidos entre pacientes
provenientes do ProDAH e de escolas publicas); e 4) pacientes com comorbidades com
Transtorno de Oposicao Desafio (TOD) e/ou Conduta (TC) (obtidos entre o total de pacientes
provenientes do ProDAH). E importante observar que cada subgrupo de pacientes contou com
um numero diferente de individuos, de acordo com os critérios de inclusdo na analise. Os
resultados observados, apresentados na Tabela 2, ndo indicaram qualquer associagdo com o
TDAH, uma vez que nenhum dos alelos em ambos os polimorfismos foi preferencialmente
transmitido para o filho afetado. As analises realizadas pelo programa mLocus ndo mostraram
desequilibrio de ligagdo entre o polimorfismo -141C Ins/Del e o polimorfismo TaglA
(D’=0.134; P<0,006). Por esta razdo, ndo foi investigada a possibilidade de associagdo de
ambos os polimorfismos em haplotipos. As andlises dimensionais realizadas utilizando os
escores de desatencdo, hiperatividade, impulsividade e oposicao da escala SNAP-IV também

ndo apresentaram resultados significativos (Tabela 3).

Discussao

Os resultados de associagdo utilizando métodos baseados em familia apresentados pela
literatura (Kirley e cols., 2002; Kustanovich e cols., 2004) corroboram nossos resultados
negativos obtidos para o polimorfismo TaqlA, indicando que a regido DRD2/ANKK1 ndo esta
desempenhando um papel direto na predisposi¢ao para o TDAH na amostra estudada. Porém,
outros estudos, que utilizaram comparagdes caso-controle, mostraram associagdo do alelo Al
do TaglA com o TDAH (Sery e cols., 2006; Kopeckova e cols., 2008; Paclt e cols., 2010).
Estudos com andlises de associagdo baseadas em familia, especialmente as que utilizam o
teste de desquilibrio de transmissdo (TDT) e/ou o programa FBAT, sdo mais restritivos, uma
vez que o numero amostral tende a ficar diminuido devido ao fato desses testes utilizarem
apenas uma parcela da amostra, considerada informativa. Assim, € possivel que os resultados

negativos obtidos no presente estudo se devam a um erro estatistico do tipo II ocorrido em

1



fun¢cdo do método de analise utilizado, o que poderia explicar também as inconsisténcias da
literatura.

Esses resultados ja publicados também nos sugerem que, se de fato existe, a influéncia
dessa regido no TDAH ainda esta longe de ser compreendida. O mecanismo pelo qual o
polimorfismo TaglA atua no sistema dopaminérgico permanece ainda pouco esclarecido. De
acordo com Ponce e cols (2009), esse SNP pode ser simplesmente um marcador, podendo
estar em desequilibrio de ligagdo com outros polimorfismos dentro do gene DRD2, e disso
resultar a associagdo com os transtornos psiquiatricos e abuso de substincias descritas na
literatura. Por outro lado, os diferentes gendtipos do TaglA podem refletir-se em variagdes
funcionais da ANKK1 kinase, implicando assim em diferentes fendtipos para uma transmissao
dopaminérgica, uma vez que essa proteina pode ser enquadrada na familia das proteinas
“receptor interacting protein” (RIP), que participam nas vias de transducdo de sinal. Sabe-se
que o polimorfismo TagqlA do DRD2/ANKK1 modula a densidade de receptores D2, estando o
alelo Al associado com a reducdo do receptor em 30% na regido do estriado (Thompson e
cols., 1997; Pohjalainen e cols., 1998; Jonsson e cols., 1999; Ritchie e Noble, 2003). Esta
reducdo ¢ particularmente proeminente em partes ventrais do nucleo caudado e putamen.
Além disso, a reducao do metabolismo de glicose ¢ observada em portadores do alelo A1, ndo
sO0 no corpo estriado, mas também em 4areas remotas como a ventral e a medial do cortex pré-
frontal (Noble e cols., 1997). Apesar destas evidéncias, algumas pesquisas utilizando o
polimorfismo TaglA para investigar a influéncia dessa regido gendmica em pacientes com
obesidade, abusos de diferentes substancias, e diferentes transtornos psiquiatricos, como a
esquizofrenia, sindrome de Tourette e personalidade anti-social, tém encontrado resultados
positivos porém controversos em relacdo a qual alelo estaria ocasionando risco (Epstein e
cols., 2007; Blum e cols., 1991; Comings e cols., 1991 Munafo e cols., 2004; Noble 1994;
Parsons e cols., 2007). Da mesma forma, a literatura ndo confirma a existéncia de um alelo de
risco para o TDAH, sugerindo que mais estudos devam ser realizados para esclarecer a
participacao da regido gendémica DRD2/ANKK1 neste transtorno.

Para o polimorfismo -141C Ins/Del, ndo havia dados na literatura indicando um alelo
de risco associado especificamente ao TDAH. Porém, por se tratar de um polimorfismo
localizado na regido promotora do gene DRD?2, sua possivel influéncia foi abordada e testada
nesse estudo, a fim de investigar mais detalhadamente sua relacdo com o TDAH. Entretanto,
ndo foram observados resultados positivos, a semelhanga do estudo de Johann e cols. (2005)

em alcoolistas com TDAH.
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Por se tratar de uma doenca complexa, o TDAH implica em muitos genes de pequeno
efeito interagindo entre si € com o ambiente para designar uma resposta biologica que
chamamos de fenétipo. Isso pode estar intrinsecamente relacionado com a auséncia de um
efeito significativo para os polimorfismos em questdo verificado no presente estudo. Embora
esses resultados possam simplesmente significar que nenhuma das variantes esta envolvida na
etiologia do TDAH na nossa populagao, ¢ possivel que o efeito real de cada uma delas nao so
seja muito pequeno, como dependa de diferentes polimorfismos atuando conjuntamente
(Waldman and Gizer, 2006). Neste sentido, analises de haplotipos poderiam aumentar o poder
de detec¢do de associacdes sutis, além de ser um método interessante para investigar a forma
como diferentes polimorfismos influenciam um fenotipo. Entretanto, nao verificamos
desequilibrio de ligagdo entre as variantes estudadas, ndo sendo possivel realizar tais anélises.
Um numero amostral reduzido também poderia explicar os resultados negativos. Porém,
consideramos o tamanho da presente amostra (~ 480 familias) razoavel para a detec¢do de
efeitos pequenos, quando comparado ao dos demais estudos realizados com a regido
DRD2/ANKK1 (Gizer e cols., 2009; Sharp e cols., 2009). Outra razdo para auséncia de
associacdo no presente estudo poderia ser a utilizagdo de métodos de analises ndo totalmente
adequados a investigagdo da influéncia de genes de pequeno efeito em doengas multifatoriais.
Como ja salientado, ¢ possivel que uma comparagdo caso-controle evidenciasse efeitos
significativos na presente amostra. Porém, a falta de um grupo controle adequado nos impediu
de verificar esta possibilidade, ficando a sugestdo para estudos futuros. Apesar de a
abordagem do TDAH como categoria discreta em estudos moleculares seja amplamente
empregada, a investigacdo do fenotipo de maneira dimensional também pode ser entendida
como uma alternativa metodoldgica, uma vez que todos os pacientes podem ser incluidos nas
analises, e que diferengas fenotipicas menores podem ser acessadas. No entanto, esta
abordagem também ndo evidenciou resultados positivos na nossa amostra.

Problemas de estratificagdo da amostra e falhas ou diferengas na coleta de dados
diagnodsticos e clinicos também podem ser fatores que influenciam os resultados em um
estudo de associacdo. Em relacdo ao TDAH, ¢ bem aceito que a grande heterogeneidade
fenotipica da doenga represente uma heterogeneidade etioldgica também marcante, que
supostamente se reflete nos achados divergentes. Investigar a transmissao alélica de cada
polimorfismo definindo subamostras de acordo com a sintomatologia e a presenga ou nao de
comorbidades, por exemplo, permite que cada subgrupo amostral se apresente de forma mais

homogénea, possivelmente aumentando o poder da andlise. Apesar disso, ndo encontramos
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nenhuma associagdo em subgrupos mais similares de pacientes. E interessante comentar,
entretanto, alguns resultados que obtivemos. Para o subgrupo de pacientes com as
comorbidades TOD e/ou TC, verificamos um aumento de transmissdo do alelo A2 do
polimorfismo TagqlA, embora ndo significativo (P = 0,131, Tabela 2). J4 para o polimorfismo
-141C Ins/Del, a comparagao por um teste t de Student entre individuos portadores do alelo
A2 (genodtipos A1A2 e A2A2) e ndo portadores (gendtipo A1A1), grupos bastante diferentes
em relacdo as médias da SNAP-IV na éarea de oposi¢do (Tabela 3), permitiu observar uma
tendéncia a um aumento dos escores na auséncia do alelo A2 (P = 0,097). Esses transtornos
ou sintomas externalizadores estdo relacionados diretamente com a impulsividade ¢ a busca
por novidades, focos principais de diversos estudos com o DRD2/ANKK1 (Comings e cols.,
1997; Lu e cols., 2001; Esposito-Smythers e cols., 2009). Além disso, a existéncia de um
subtipo etioldgico distinto de TDAH quando TOD e/ou TC ocorrem em comorbidade, em
comparagdo a pacientes sem essas doencgas, vem sendo sugerida na literatura (Nadder e cols.,
2002; Jain e cols., 2007; Anney e cols., 2008; Christiansen e cols., 2008; Zhou e cols., 2008;
Petty e cols., 2009). Isso nos leva a questionar se ha uma possivel influéncia desses
polimorfismos especificamente nos pacientes que apresentam esses tipos de sintomas, o que
poderia ser verificado em novas analises com subamostras maiores ¢/ou com uma melhor
caracterizagdo para sintomas externalizadores além dos do TDAH. Considerando-se ainda a
marcante associacao clinica entre esses trés transtornos, justifica-se a relevancia de explorar
estas hipoteses em estudos futuros.

Apesar dos resultados negativos obtidos no presente estudo, ndo podemos considerar
nula a participacdo do gene DRDZ na etiologia do TDAH, principalmente por nao
compreendermos de forma clara quais sdo os mecanismos neurobioldgicos que envolvem o
DRD2/ANKKT1 ¢ os polimorfismos estudados nesse transtorno. O entendimento do papel que a
regido DRD2/ANKK1 exerce no TDAH, e em outros transtornos psiquiatricos, ndo deve estar
restrito apenas a analise de alguns polimorfismos. Essa influéncia deve ser investigada
levando em consideragdo varios aspectos que envolvem esse sistema bioldgico, que deve ser
entendido como um sistema complexo influenciado por inimeros fatores para gerar a resposta
biologica dada pelo organismo. Estamos ainda distantes de encontrar uma resposta satisfatoria
para nossas indagacgoes. O estudo envolvendo doencgas psiquiatricas e complexas, como € o
caso do TDAH, deve ser otimizado, minimizando as falhas metodologicas e procurando

analisar diferentes polimorfismos, preferencialmente funcionais, com a finalidade de obter
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uma resposta mais completa e objetiva, e assim trazer um melhor esclarecimento sobre a

etiologia dessas doengas.
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Tabela 1. Frequéncias génicas e genotipicas dos polimorfismos TaglA ¢ -141C Ins/Del em
pacientes descendentes de europeus ndo aparentados (n = 299).

Frequéncias Génicas Frequéncias Genotipicas
Al A2 AlAl AlA2 A2A2
Taql A 0.21 0.79 0.02 0.38 0.59
-141C ins/del 0.11 0.89 | 0.01 0.20 0.78
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Tabela 2. Resultados da analise de associa¢do verificada através do programa FBAT-
amostra clinica total, subtipo clinico combinado, subtipo clinico desatento e pacientes com

comorbidade com TOD e/ou TC.

Polimorfismo Alelo N'  Observado® Esperado® z P
Amostra Clinica Total
Al 135 86 92 -0.983 0.326
TaqlA
A2 192 185 0.983
-141C ins/del Al 81 50 51 -0.206 0.835
A2 116 115 0.206
Subtipo Combinado *
Al 79 48 52 -0.905 0.366
TaqlA
A2 112 107 0.905
-141C ins/del Al 49 29 28 0.277 0.782
A2 69 70 -0.277
Subtipo Desatento *
Al 86 63 66 -0.557 0.577
TaqlA
A2 115 112 0.557
-141C ins/del Al 44 25 29 -1.192 0.233
A2 69 64 -1.192
TODe/ouTC*
Al 68 40 47 -1.510 0.131
TaqlA
A2 96 89 1.510
-141C ins/del Al 48 30 29 0.137 0.890
A2 66 66 -0.137

"N° de familias informativas incluidas no teste.

2N° observado de transmissées.

*N° esperado de transmissées sob a hipstese nula de auséncia de associacdo.

*Ver no texto detalhes sobre a definicdo dos subgrupos.
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Tabela 3. Resultado das analises dimensionais (ANOVA de uma via) para os escores de

sintomas de desatencao, hiperatividade/impulsividade, oposi¢cdo e total, obtidos pela escala
SNAP-IV.

Genotipos Desatento! Hiperativo/Impulsivo® Oposigéo? Total*
-141C ins/del
11 3.94+1.84 1.58+0.82 0.43+0.01 1.62+0.62
12 3.50+£1.98 1.62+0.85 0.27+0.15 1.51£0.56
22 4.21+2.25 1.63+£0.76 0.29+0.16 1.61£0.55
F 1,936 0,027 1,387 0,858
P 0,146 0,973 0,255 0,425
Tagl A
11 2.54+2,619 1,9540,67 0,36+0,17 1,8440,46
12 4,15+2,312 1,63+0,83 0,26+0.16 1,58+0,60
22 3,99+2,076 1,61£0,75 0,30+0.15 1,58+0,50
F 0,432 0,288 1,105 0,651
P 0,650 0,750 0,335 0,523

'Covaridveis incluidas no modelo: Idade, subtipo de TDAH.

“Covaridveis incluidas no modelo: Idade, subtipo de TDAH, etnia.

*Covaridveis incluidas no modelo: Idade, subtipo de TDAH, histéria familiar de TDAH.
“Covaridveis incluidas no modelo: Idade, subtipo de TDAH, etnia.
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