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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, afetando em torno de 5% das criangas
em idade escolar. Alguns estudos sugerem que até 66% dos pacientes continuam a apresentar
sintomas significativos na idade adulta. A prevaléncia estimada de TDAH em adultos situa-se
entre 2,5% e 4,9%. O TDAH possui uma alta herdabilidade; no entanto, os genes de risco para
esse fenotipo ainda ndo foram identificados. Na busca por novos genes candidatos, 0s genes
envolvidos em rotas de neurodesenvolvimento surgiram como uma série de novas e
promissoras possibilidades que podem contribuir para o conhecimento da genética desse
transtorno. O objetivo do presente estudo foi investigar o papel de polimorfismos de base
Unica (SNP) nos genes CDH13, CTNNA2, GIT1, NOS1, MAP1B, e SNAP25 na suscetibilidade
genética ao TDAH, durante a infancia e idade adulta. Um total de 1136 casos e 946 controles
foi analisado, incluindo amostras de criancas, jovens e adultos, tanto de amostras de pacientes
do Hospital de Clinicas de Porto Alegre como da coorte de nascimentos de 1993 da cidade de
Pelotas. Ao longo dessa tese, os resultados foram organizados em quatro artigos. No primeiro
estudo, o polimorfismo rs550818 do gene GIT1 ndo foi associado com o TDAH. Através da
analise de caso-controle, o odds ratio para o genétipo CT foi 0,75 (95% IC: 0,49-1,15; p =
0,184) e 1,09 para TT (95% IC: 0,42-2,79; p = 0,862). Da mesma forma, analises quantitativas
ndo mostraram associagdo com sintomas de hiperatividade/impulsividade (F = 0,497; p =
0,609). No segundo artigo, as analises caso-controle ndo mostraram associacao entre 0s SNPs
rs6565113, rs11646411 e rs11150556 do gene CDH13, e rs13395022 do gene CTNNA2, com
TDAH. Entretanto, o SNP rs11150556 foi associado aos sintomas de
hiperatividade/impulsividade em criancas (F = 4,56; p = 0,026) e adultos jovens da coorte
1993 de Pelotas (F = 3,97; p = 0,033). Esta associacdo ndo foi observada na amostra de
pacientes adultos. O terceiro trabalho sugere que o SNP rs8636 do gene SNAP25 esta
associado aos escores de sintomas totais de TDAH (F = 11,22; p = 0,004), enquanto o
polimorfismo rs478597 do gene NOSL1 parece estar associado aos sintomas de impulsividade
(F =5,490; p = 0,040), somente na amostra de pacientes adultos. No ultimo artigo, verificou-

se uma associacao entre os polimorfismos nos genes MAP1B (rs2199161: F = 5,68; p = 0,018)
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e NOS1 (rs478597: F = 6,83; p = 0,018) com o desempenho em tarefas que avaliam a
memoria de trabalho em criangas, especificamente durante o subteste de digitos da terceira
edicdo da escala de inteligéncia Wechsler. Os resultados obtidos nessa tese sugerem que 0s
genes de neurodesenvolvimento exercem um papel importante no TDAH, estando
possivelmente envolvidos nas diferencas genéticas encontradas entre criangas e adultos com
este transtorno. Além disso, 0 TDAH parece ser mais bem contextualizado dimensionalmente,
uma vez que os fatores genéticos parecem operar diretamente nos sintomas, levando-os a uma
maior ou menor intensidade. Estas associacdes devem ser mais exploradas através de
investigacbes prospectivas para que se possa compreender o papel desses genes na
remissao/persisténcia do transtorno, bem como de fendtipos refinados, para esclarecer a

contribuicdo destes genes a suscetibilidade ao TDAH.
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ABSTRACT

Attention-Deficit/Hyperactivity Disorder (ADHD) is one of the most common
psychiatric disorders in children and adolescents, affecting around 5% of children worldwide.
Some studies suggested that up to 66% of ADHD children will present clinically significant
symptoms of the disorder in adulthood. ADHD prevalence is estimated between 2.5 and 4.9%
in adults. The heritability of ADHD is high; however risk genes for this phenotype were not
sufficiently identified. The search for new candidate genes has identified genes involved in
neurodevelopmental pathways as new and promising possibilities that might contribute to
understand ADHD genetics. The aim of the present study was to investigate single nucleotide
polymorphisms (SNPs) at CDH13, CTNNA2, GIT1, MAP1B, NOS1 e SNAP25 genes in
ADHD susceptibility, during childhood and adulthood. The total sample consisted of 1136
unrelated ADHD cases and 946 individuals without ADHD, including children, youths and
adults from ADHD Outpatient Program from Hospital de Clinicas de Porto Alegre and from
the 1993 Pelotas Birth Cohort. The findings were arranged into four papers. The first paper
suggested that rs550818 at GIT1 gene is not associated with ADHD. In case-control analysis,
the odds ratio for the CT genotype was 0.75 (CI 95%: 0.49-1.15, p = 0.184) and 1.09 (CI 95%:
0.42-2.79, p = 0.862) for TT. In the same direction, quantitative analysis did not detect
significant association with hyperactivity/impulsivity scores (F = 0.497, p = 0.609). In the
second paper, the rs6565113, rs11646411, and rs11150556 SNPs at CDH13 gene, and
rs13395022 SNP at CTNNA2 gene were not associated with ADHD. However, rs11150556
SNP was associated with hyperactivity/impulsivity scores in children (F = 4.56, p = 0.026)
and youths from the 1993 Pelotas Birth Cohort (F = 3.97, p = 0.022). This association was not
observed in adult patients. The results of third paper suggested that rs8636 SNP at SNAP25
gene is associated with total ADHD symptoms (F = 11.22, p = 0.001), whereas NOS1
rs478597 SNP is associated with impulsivity scores (F = 5.490, p = 0.020) in adults patients.
These associations were not observed in children. The last paper showed association between
MAP1B rs2199161 (F = 5.68, p = 0.018) and NOS1 rs478597 (F = 6.83, p = 0.018) with
verbal working memory performance in children, during digit span tasks from the Wechsler
Intelligence Scale for Children — Third Edition. The present results suggested that
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neurodevelopmental genes play an important role in ADHD. These genes may contribute to
understand differences between children and adults with ADHD. Moreover, ADHD is better
viewed in a dimensional context, since genetic factors seem to operate throughout inattentive,
hyperactive and impulsive symptoms. All these results should be further explored by
prospective  investigations to increase the knowledge of ADHD symptoms
remission/persistence. Additionally, refined phenotypes could be useful to clarify the

contribution of neurodevelopmental genes to ADHD susceptibility.
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CAPITULO I - INTRODUCAO

1. Consideragdes Gerais

O transtorno de déficit de atencdo e hiperatividade (TDAH) é uma das doengas
psiquiatricas mais comuns na infancia e adolescéncia, afetando em torno de 5% das criancas
em idade escolar (Polanczyk et al., 2007; Polanczyk et al., 2014). Esse transtorno caracteriza-
se por apresentar sintomas de desatencdo, hiperatividade e impulsividade inconsistentes com o
estagio de desenvolvimento, prejudicando o desempenho académico, social e econdémico do
paciente (Faraone et al., 2006).

O medico alemao Melchior Adam Weikard, em 1775, foi o primeiro a descrever um
caso de uma doenca caracterizada por desatencao, desorganizacdo, imprudéncia e impaciéncia,
sendo provavelmente a mais antiga referéncia cientifica conhecida ao TDAH (Barkley and
Peters, 2012). Outros casos semelhantes de desatencdo em criancas foram descritos em 1798,
pelo médico escocés Alexander Crichton (1763 — 1856) em seu livro intitulado: “An inquiry
into the nature and origin of mental derangement”. Portanto, ha mais de duzentos anos
surgiram na literatura médica os primeiros relatos de casos de pacientes com sintomas
semelhantes ao TDAH (Lange et al., 2010). Em 1899, o primeiro artigo citando algum tipo de
tratamento para criancas desatentas ou hiperativo-impulsivas foi publicado. Thomas Smith
Clouston (1840 — 1915) delineou um tratamento com brometo de potassio (utilizado na época
como anti-convulsivo e sedativo), acompanhado de intervengdes sociais e uma dieta rica em
leite (Warnke and Riederer, 2013). George Frederic Still (1868 — 1941) foi o primeiro que
relacionou a causa desses sintomas com uma condi¢do “fisica-mental” (Rohde et al., 2000).
Essa teoria foi estendida por Alfred Tredgold (1870 — 1952) em 1908, quando classificou as
causas como qualquer “dano mental”. Na década de 40, surgiu a designagdo “lesdo cerebral
minima”, a qual foi modificada em 1962 para “disfuncdo cerebral minima”, reconhecendo-se
que as alteracbes caracteristicas da sindrome relacionam-se mais a disfuncbes em vias

nervosas do que propriamente a lesdes nas mesmas (Rohde et al., 2000).

14



Atualmente, o diagnostico desse transtorno é exclusivamente clinico, baseado em
sistemas classificatorios como o Manual de Diagnostico e Estatistica de Transtornos Mentais,
versdo 5 (DSM-5; American Psychiatric Association, 2013). De acordo com os critérios do
DSM-5, o TDAH caracteriza-se por apresentar dois grupos basicos de sintomas: desatencéo e
hiperatividade/impulsividade (Tabela 1). Para o diagnostico, a crianca ou adolescente deve
apresentar pelo menos seis sintomas de desatengdo e/ou seis sintomas de
hiperatividade/impulsividade, no minimo por seis meses e com caracterizacdo de prejuizo em
atividades sociais, académicas e ocupacionais. Lancado recentemente, o DSM-5 estabeleceu
algumas mudancas nos critérios diagndsticos do TDAH em relacdo a edicdo anterior, 0 DSM-
IV (American Psychiatric Association, 1994). Entre as alteragdes instituidas, incluem-se a
elevacdo da idade de inicio dos sintomas de sete para doze anos e a necessidade dos pacientes
acima de 17 anos apresentarem cinco sintomas de cada grupo (ou de ambos) para o

diagnostico positivo de TDAH, ao invés de seis, como estabelecido para criangas.

Tabela 1: Sintomas do TDAH de acordo com o0 DSM-5.

Desatengdo Hiperatividade/Impulsividade

1. Dificuldade em organizar tarefas e 1. E inquieto com as mdos e os pés quando
atividades; sentado;

2. Dificuldade em seguir instrugdes e finalizar 2. Parece estar sempre com o “motor ligado”;

tarefas; 3. Corre pelo ambiente e “escala” tudo, em

3. Dificuldade em manter a atengdo durante ~ momentos inapropriados;

atividades ou brincadeiras; 4. Dificuldade em brincar ou se engajar em

4. Evita se engajar em tarefas que exijam  atividades de lazer quieto;

esforco mental sustentado; 5. Dificuldade em ficar sentado, em sala de aula

5. Perda frequente de coisas necessarias & e outras situagdes;

realizacdo de tarefas; .
¢ ' 6. Fala excessivamente;

6. Parece ndo estar ouvindo; , . . .
7. Da respostas impulsivas, sem esperar o final

7. Facil distracdo por estimulos externos; da pergunta;
8. Esquecimento em atividades diérias; 8. Dificuldade em esperar pela sua vez,;
9. Nao déa atengdo aos detalhes. 9. Interrompe os outros facilmente.

Abreviagdes: TDAH: Transtorno de déficit de atencdo e hiperatividade, DSM-5: Manual de diagnéstico e

estatistica de transtornos mentais — verséo 5.
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O curso clinico desta patologia € bastante complexo e frequentemente os sintomas
persistem ao longo da vida, sugerindo que o TDAH possa ser considerado uma doenga cronica
do desenvolvimento (Faraone et al., 2006). A prevaléncia estimada de TDAH em adultos
situa-se entre 2,5% e 4,9% (Franke et al., 2012). Embora a prevaléncia da persisténcia da
doenca ainda ndo esteja totalmente esclarecida, alguns estudos sugerem que até 66% dos
pacientes continuam a apresentar sintomas significativos de TDAH na idade adulta (Barkley et
al.,, 2002; Haavik et al., 2010; Matte et al., 2012). Além disso, pesquisas clinicas
demonstraram que os sintomas principais do TDAH em adultos diferem parcialmente daqueles
conhecidos em criancas e adolescentes, pois 0s sintomas de hiperatividade/impulsividade
tendem a diminuir com a idade, enquanto que os sintomas de desatencdo, desorganizacao e
distracdo sdo mais persistentes (Biederman et al., 2000). Mais do que qualquer outro
transtorno psiquiatrico,b o TDAH tende a aparecer associado a uma variedade de
comorbidades. As mais comuns s&o 0s transtornos disruptivos do comportamento (transtorno
opositor desafiante e transtorno de conduta), transtornos de ansiedade e transtornos de humor
(Spencer, 2006; Stergiakouli and Thapar, 2010). Estudos genéticos sugerem que fatores de
risco podem ser compartilhados entre 0 TDAH e suas comorbidades (Stergiakouli and Thapar,
2010).

O prejuizo para o paciente nas atividades pessoais da vida cotidiana e para a
sociedade devido ao TDAH é bastante considerdvel desde a infancia (Klein et al., 2012).
Nessa fase, 0 TDAH esta associado a um risco aumentado de baixo desempenho escolar,
repeténcias, relacdes conturbadas com familiares e colegas. Durante a adolescéncia, 0s
individuos sdo mais propensos a tornarem-se delinquentes, ndo finalizar o ensino médio e,
aléem disso, fazer uso de drogas. Adultos diagnosticados com TDAH sofrem com prejuizos em
atividades profissionais, divorcios, prisdes, internacfes psiquiatricas, maiores problemas na
conducdo de veiculos automotivos e possuem um risco maior de apresentar um
comportamento antissocial associado ao abuso/dependéncia de drogas (Barkley, 2004; Wilens
and Dodson, 2004; Klein et al., 2012). Portanto, essas caracteristicas destacam a importancia
do acompanhamento e/ou tratamento dos individuos com TDAH para as familias e sociedade

em geral.
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O tratamento do TDAH envolve uma abordagem mudltipla, abrangendo intervencdes
psicossociais e psicofarmacoldgicas (Rohde et al., 2000). Na intervencao psicossocial, é de
extrema importancia que os pais, familiares e professores compreendam o problema e se
engajem na criacdo de novas estratégias para 0 auxilio dessas criancas/adolescentes na
organizacao e planejamento das atividades. Para que o desempenho escolar dos pacientes com
TDAH néo seja prejudicado, o aluno deve receber o mé&ximo possivel de atendimento
individualizado (Rohde et al., 2000). Embora a abordagem psicossocial seja considerada
eficaz em muitos aspectos, um ensaio clinico multicéntrico, que acompanhou 579 criancas
com TDAH por 14 meses, verificou que os pacientes que foram atendidos através de uma
abordagem combinada (medicacdo e intervencdo psicossocial) ndo obtiveram maior eficacia
guando comparados as criancas que receberam apenas tratamento medicamentoso (MTA,
1999). Portanto, a terapia farmacoldgica tem um papel essencial no tratamento do TDAH. Os
medicamentos estimulantes, metilfenidato (MPH) e anfetamina (AMPH), s&o os de primeira
escolha e diversos estudos demonstram sua eficacia na melhora dos sintomas de TDAH em
criancas, adolescentes e adultos (Greenhill et al., 2002; Nutt et al., 2007). No Brasil, 0 MPH é
basicamente o Unico estimulante utilizado para essa finalidade. Entretanto, apesar da eficacia
reconhecida, sabe-se que a resposta ao tratamento é influenciada por diversos fatores
individuais e os fatores genéticos devem ser considerados como uma das fontes de
variabilidade de resposta a medicacdo. Dessa forma, existem cada vez mais pesquisas com o
objetivo de entender essa variabilidade devida a hereditariedade, tanto em criancas e

adolescentes quanto em adultos com TDAH (Contini et al., 2013; Bruxel et al., 2014).

2. Neurobiologia do TDAH

O TDAH ¢é uma doenca altamente heterogénea e, por isso, acredita-se que sua
neurobiologia seja de proporcional complexidade. Apesar dos processos envolvidos ndo serem
completamente compreendidos, 0s avangos na area de neurociéncias, nos ultimos anos,

possibilitaram uma maior compreensao sobre a etiologia desse transtorno.
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O primeiro estudo que prop6s o envolvimento dos sistemas das catecolaminas no
TDAMH foi realizado por Wender et al. em 1971. Neste trabalho, os autores apontam que 0s
niveis de dopamina (DA) e noradrenalina (NA) estariam diminuidos nos pacientes com TDAH
e que as medicacGes normalmente utilizadas no tratamento desse transtorno compensariam
esse deéficit. Diversos estudos mostraram que o0 MPH bloqueia a recaptacdo de DA e NA pelos
seus respectivos transportadores, enquanto a AMPH também aumenta a concentragdo desses
neurotransmissores na fenda sinaptica pela estabilizacdo e internalizacdo dos mesmos
transportadores (Castellanos and Tannock, 2002; Genro et al., 2010). Apesar de tanto a DA
quanto a NA serem aparentemente importantes no TDAH, o sistema dopaminérgico foi o
principal foco dos estudos iniciais (Genro et al., 2010). Em 1991, Levy prop0s a teoria
dopaminérgica, sugerindo que déficits de DA em regides cerebrais especificas, como areas
corticais e o striatum, podem causar os sintomas do TDAH. A teoria dopaminérgica foi muito
importante no entendimento da patofisiologia do TDAH, embora o envolvimento desse
sistema seja muito mais complexo do que originalmente proposto, com a participagdo conjunta

de outros neurotransmissores (Genro et al., 2010).

Pesquisas de imagem e testes neuropsicol6gicos mostraram que criangas com TDAH
apresentam um desempenho prejudicado em funcBes cognitivas e executoras, pProcessos
claramente relacionados ao lobo frontal e &reas sub-corticais (Arnsten and Li, 2005; Diamond,
2007). O cortex pré-frontal (CPF) é responsavel pela regulacdo da atengdo, organizagdo e
planejamento, além da inibicdo comportamental e pensamentos inapropriados (Arnsten, 2009).
As areas sensoriais do cérebro projetam sua informacédo até o CPF, o qual regula a atencdo
baseada em sua relevancia, selecionando o que é importante dentro do que esta ocorrendo e
sendo captado do “mundo externo”. Portanto, o CPF tem a capacidade de suprimir o
processamento de estimulos externos irrelevantes para a atencdo e aprimorar o0 processamento
de estimulos, muitas vezes ndo salientes, importantes para a manutencao da atencdo (Arnsten,
2009). Esse processo chama-se inibicdo pré-pulso (PPI), habilidade essa que estd
comprometida nos portadores de alguns transtornos psiquiatricos devido ao déficit funcional
do CPF, incluindo o TDAH (Ashare et al., 2010). Tanto lesdes quanto o proprio desequilibrio

dos niveis de neurotransmissores nas areas cerebrais frontais podem determinar uma
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sintomatologia muito semelhante ao TDAH (Arnsten and Li, 2005). A funcionalidade do CPF
é altamente sensivel aos niveis de catecolaminas e a liberagdo desses neurotransmissores na
fenda sinaptica ocorre de acordo com o estimulo recebido. Entretanto, a emissdo de uma
quantidade muito pequena ou excessiva de catecolaminas prejudica o funcionamento do CPF,

obedecendo graficamente a uma curva em “U” invertido (Figura 1, adaptada de Arnsten and
Pliszka, 2011).

A
(19
o
O
0
B y Focado e organizado
E ‘ ,,7 (TDAH tratado — estavel)
= ;
c
0
(8]
c
3
(1
Distraido, controle impulsivo diminuido Inflexibilidade mental, estimulos limitados
(TDAH n@o-tratado) (Excesso de estimulantes)
AUMENTO NA LIBERACAO DE CATECOLAMINAS NA FENDA SINAPTICA I

Figura 1: O cortex pré-frontal (CPF) é extremamente sensivel aos niveis de catecolaminas langadas na fenda
sinaptica. Esses neurotransmissores sdo liberados de acordo com o estimulo recebido, baseado em sua
relevancia. Tanto a insuficiéncia quanto o excesso de dopamina e noradrenalina sdo prejudiciais ao
funcionamento do CPF (Figura adaptada de Arnsten and Pliska, 2011)

Algumas anormalidades parecem estar vinculadas ao desenvolvimento do tecido
cerebral, sugerindo que o TDAH seja um transtorno de neurodesenvolvimento. Segundo a
revisdo de Solanto (2002), os estudos de neuroimagem convergem seus resultados, revelando
que criancas com TDAH apresentam em media um volume cerebral 4% menor, quando

comparadas com criangas normais. Uma meta-analise de estudos de imagem confirma uma

19



reducdo global do cérebro em criancas com TDAH e indica que as maiores diferencas
encontram-se no vermis cerebelar, no corpo caloso, no volume cerebral total e direito; e no
caudato direito (Valera et al., 2007). Além da diminuicdo no volume cerebral, os giros
corticais estdo diminuidos em criangcas com TDAH, sendo, portanto, uma caracteristica
morfolégica importante no cérebro desses pacientes, apontando para a necessidade de
identificacdo dos mecanismos do desenvolvimento neurolégico que contribuem para o TDAH
(Wolosin et al., 2009). Além disso, aparentemente, existem no cérebro de criangas com esse
transtorno algumas anormalidades microestruturais que podem representar falhas durante a
maturacdo cerebral, uma anormalidade aparentemente especifica dessa doenca (Pavuluri et al.,
2009).

Shaw et al. (2007) propuseram que a natureza da disfuncéo cerebral no TDAH pode
estar relacionada a um atraso na maturacdo do cortex. Neste trabalho, foram comparadas 223
imagens cerebrais de criancas com TDAH com 223 imagens de criancas saudaveis e concluiu-
se que o padrdo do desenvolvimento cerebral é semelhante entre os grupos, porém o
desenvolvimento difere no tempo, ou seja, a doenca parece estar mais relacionada a um atraso
do que a um desvio neste processo. Esse atraso na maturacao foi mais proeminente em regides
pré-frontais. Resultados posteriores sugerem que a remissdo dos sintomas de TDAH ao longo
da vida pode ser caracterizada por uma normalizacdo nesse atraso inicial de desenvolvimento,
enquanto que a persisténcia dos sintomas pode ser caracterizada por uma trajetoria de
desenvolvimento neuroldgico mais desviante da normal (Shaw et al., 2010; Shaw et al., 2013).
Além disso, a taxa de maturacdo cerebral em criancas com desenvolvimento cerebral tipico
parece ser afetada pela gravidade de sintomas de hiperatividade/impulsividade. Quando esses
individuos foram agrupados conforme a quantidade desses sintomas, mesmo sem 0
diagnostico de TDAH, a taxa de maturacdo cerebral foi menor nas criangas com sintomas
moderados de hiperatividade/impulsividade, assemelhando-os as taxas de pacientes com

TDAMH, enquanto o contrario ocorreu em individuos assintomaticos (Shaw et al., 2011).

Apesar dos pacientes com TDAH aparentemente apresentarem diferencgas
volumétricas e atraso na maturacéo cerebral, a relacdo entre essas medidas e o transtorno na

fase adulta ainda ndo é claramente compreendida. Na tentativa de elucidar essa questdo, duas
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meta-andlises foram realizadas com dados de amostras de criangas e adultos com TDAH
(Nakao et al., 2011; Frodl and Skokauskas, 2012). Nakao et al. (2011) reunindo as
investigacbes em criancas e adultos verificaram uma reducéo global dos nucleos da base
localizados no hemisfério direito do cérebro. Ja Frodl e Skokauskas (2012) sugeriram que
somente as criancas com TDAH apresentavam uma reducdo da regido dos nucleos da base,
enquanto que os adultos pareciam exibir alteracdes nas regides do cortex cingulado anterior e
amigdala. Recentemente, Onnink et al. (2014) investigaram a diferenca volumétrica em
diversas regibes cerebrais entre 119 adultos com TDAH e 107 controles, porém nédo
encontraram uma diferenca significativa no volume total do cérebro. Contudo, homens com
TDAH mostraram um volume diminuido no caudato direito, e essa diferenca foi mais evidente
de acordo com uma maior quantidade de sintomas de hiperatividade/impulsividade. Esses
resultados sugerem que as diferencas volumétricas na regido do caudato direito podem

persistir na idade adulta, mas somente em homens com TDAH (Onnink et al., 2014).

Mais estudos sdo necessarios para o esclarecimento das diferencas neurobiologicas
entre criangas e adultos com TDAH, principalmente utilizando uma abordagem longitudinal,
onde as possiveis diferencas poderdo ser avaliadas ao longo do desenvolvimento. Apesar de
serem classificados como portadores do mesmo transtorno psiquiatrico, criancas e adultos com
TDAH parecem apresentar muitas diferencas neurobioldgicas, e possivelmente genéticas, que

ainda precisam ser elucidadas.

3. Neuropsicologia do TDAH

A avaliagdo neuropsicologica é uma ferramenta auxiliar muito importante na pratica
clinica. Essa avaliacdo é baseada em testes que procuram compreender o desempenho e a
capacidade de fungbes cognitivas e executoras do paciente. Cada vez mais o TDAH ¢
considerado ndo somente um disturbio de atencdo, mas de varios aspectos de “autocontrole”,

tanto pelo esfor¢o quanto pela automatizagdo de comportamento do individuo (Nigg, 2005).
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Diversos modelos teoricos diferentes foram propostos para explicar o déficit
cognitivo/executivo em individuos com TDAH. Inicialmente, o objetivo das pesquisas na area
de neuropsicologia era buscar um sistema unico que oferecesse uma explicacdo para 0s
sintomas desse transtorno (Pennington, 2005). Entretanto, diversos correlatos
neuropsicoldgicos estdo bem estabelecidos e sugere-se que mais de um processo neural e
psicologico podem explicar a heterogeneidade do funcionamento cognitivo no TDAH
(Sonuga-Barke, 2005; Sonuga-Barke et al., 2010). Apesar de ndo existir um consenso na
literatura sobre qual modelo é o mais adequado, estudos de revisdo e meta-analise
demonstraram que os principais déficits associados ao transtorno envolvem controle inibitorio,
memoria de trabalho, planejamento, vigilancia, variabilidade no tempo de reacdo e aversdo a
resposta tardia (Martinussen et al., 2005; Nigg, 2005; Willcutt et al., 2005; Sonuga-Barke et
al., 2008; Tamm et al., 2012).

O conhecimento sobre os déficits neuropsicolégicos do TDAH pode trazer a tona as
bases patofisiologicas e funcionais que estdo prejudicadas nos pacientes, além de auxiliar na
classificacdo do transtorno e, eventualmente, ser incorporado no diagnéstico (Sonuga-Barke et
al., 2008). Uma das medidas mais utilizadas na neuropsicologia do TDAH é a memoria de
trabalho, uma das funcbes executoras do CPF, caracterizada pela capacidade de armazenar e
manipular informacgdes por um breve periodo de tempo (Baddeley, 2010). Em uma meta-
andlise realizada por Martinussen et al. (2005), a medida de memdria de trabalho foi
considerada como um endofenétipo do TDAH, podendo ser mais explorada em estudos
neurobioldgicos e genéticos (Gau and Shang, 2010). Os endofendtipos sdo fendtipos
intermediarios que podem ser medidos em niveis cognitivos ou neurobioldgicos, sendo mais
proximos da etiologia de um distarbio psiquiatrico do que o comportamento observado nos
pacientes (Gottesman and Gould, 2003). Martinussen et al. (2005) concluiram que o déficit na
memoria de trabalho estd associado ao TDAH. Entretanto, nem todas as criangas e

adolescentes com TDAH apresentam esse prejuizo funcional.
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4. Etiologia do TDAH

Muitos estudos foram realizados sobre a etiologia do TDAH. No entanto, devido a
sua complexidade, os fatores que causam esse transtorno ainda ndo foram esclarecidos
(Steinhausen, 2009). A maior parte desses estudos sugere que o TDAH ¢ determinado por
muitos fatores genéticos e ambientais que interagem entre si de uma forma altamente

complexa (Stergiakouli and Thapar, 2010).

Diversos estudos de risco ambiental sugeriram fatores ambientais associados ao
TDAH. Contudo, esses resultados devem ser interpretados com cautela, pois a maioria das
abordagens utilizadas até 0 momento ndo nos permite inferir causalidade (Nigg, 2013; Thapar
et al., 2013). Dentre os fatores ambientais mais bem estudados e que podem ter sua
contribuicéo para a etiologia do TDAH, incluem-se fatores pré- e perinatais como o tabagismo
materno durante a gestacdo, baixo peso ao nascer, prematuridade, adversidades familiares e

exposicao a toxinas, como pesticidas e chumbo (Thapar et al., 2013).

As primeiras investigacdes genéticas do TDAH, ditas como classicas, analisaram
amostras de familias, gémeos e criancas adotivas. Atraves desses estudos, foi sugerido que 0s
sintomas de hiperatividade se mantinham nos nucleos familiares, apresentando recorréncia
familiar (Morrison and Stewart, 1971; Cantwell, 1972). Estudos posteriores também
demonstraram que os sintomas de TDAH segregam entre os familiares das criancas com esse
transtorno, evidenciando, assim, a existéncia de um forte componente genético (Biederman et
al.,, 1990; Faraone et al.,, 1991). Os sintomas de hiperatividade parecem ser mais
frequentemente encontrados em familias biologicas de criancas com TDAH do que em
familias adotivas (Faraone et al., 2005). Além disso, resultados longitudinais sugeriram que o
risco para essa doenga pode ser maior entre 0s parentes em primeiro grau de criancas e
adolescentes que persistem com esse diagndstico na fase adulta, 0 que ndo ocorre entre 0s
parentes proximos de adolescentes que apresentam remiss@o de sintomas com a idade (Franke
etal., 2012).

Uma revisdo de vinte estudos de gémeos estimou uma herdabilidade de 76% para o

TDAH em criangas, demonstrando que a contribuicdo genética para esse transtorno na
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infancia e adolescéncia situa-se entre as mais altas em relagdo a outros transtornos
psiquiatricos (Faraone et al., 2005). Ja a herdabilidade do TDAH durante a fase adulta € menor
do que a observada na fase inicial de desenvolvimento, sendo estimada entre 30% a 40%
(Franke et al., 2012). Algumas consideracdes podem ser apontadas para explicar essa
discrepancia como, por exemplo, o preenchimento das escalas durante a fase adulta, realizado
pelo proprio paciente (como uma autoavaliacdo) algo que ndo ocorre na infancia porque os

pais respondem pela crianga (Franke et al., 2012).

Cada vez mais as pesquisas apontam para a complexidade do componente genético
do TDAH. Sabe-se que diversos genes de pequeno efeito podem interagir de uma forma
complexa entre si e com 0 ambiente para determinar esse transtorno (Nigg et al., 2010). Os
mesmos fatores de risco que determinam a suscetibilidade ao TDAH poderiam também
apresentar um papel importante no curso da doenca ao longo do tempo. Além disso, alguns
fatores de risco adicionais (tanto genéticos quanto ambientais), que ndo influenciam a origem
do TDAH em si, poderiam contribuir na modificacdo do curso clinico ou na variabilidade

fenotipica do transtorno e em suas consequéncias (Thapar et al., 2007).

5. Estudos genéticos e moleculares do TDAH

5.1 Estudos de genes candidatos

A anélise de genes candidatos é a abordagem mais utilizada para estudar a genética
de doencas complexas. Nessa abordagem, as investigacdes partem de uma hipdtese previa,
onde os produtos dos genes escolhidos possivelmente estdo envolvidos na fisiopatologia da
doenca. Devido a importancia do sistema dopaminérgico proveniente da teoria proposta por
Levy (1991), os primeiros estudos de associacdo com TDAH foram realizados com 0s genes
relacionados a DA (Genro et al., 2010). Os genes do transportador de dopamina (DAT1) e do
receptor D4 de dopamina (DRD4) foram alvos de um grande numero de investigacdes
(Akutagava-Martins et al., 2013).
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De acordo com Faraone et al. (2014), existem quatro razfes principais para apontar o
gene DAT1 como um dos possiveis fatores genéticos do TDAH: (1) a neurotransmissdo
dopaminérgica € controlada pela proteina DAT; (2) a proteina DAT € o principal alvo
terapéutico do MPH e AMPH; (3) camundongos knockout para o gene DAT1 apresentam
comportamento semelhante ao TDAH: hiperatividade e disfun¢fes no seu controle inibitorio;
(4) o gene DAT1 se localiza préximo a um locus génico associado ao TDAH por estudos de
ligacdo, a regido 5p13.

O polimorfismo mais bem estudado no gene DAT1 é um ndmero varidvel de
repetices em tandem (VNTR), de 40 pares de bases (pb), localizado na regido 3’ ndo
traduzida (3’UTR). Os alelos de dez (10R) e nove (9R) repeticdes sdo 0s mais comuns.
Estudos mostram que o alelo 10R do VNTR 3'UTR esta associado com TDAH em criancas e
adolescentes, enquanto que o alelo 9R parece ser associado com a forma persistente do
transtorno (Franke et al., 2010). Outro VNTR estudado no DAT1 é uma repeticdo de 30pb
localizada no intron 8 do gene, onde os alelos mais comuns sdo os de cinco e seis repeticoes.
A meta-andlise de Gizer et al. (2009) mostra associacdo de ambos 0s VNTRs com o TDAH,
porém com um efeito modesto e com uma certa variabilidade de resultados entre os estudos
analisados. Uma possivel explicacdo para essa variabilidade é a presenca de heterogeneidade
alélica (Gizer et al., 2009). Isso porque estudos de associacdo indicam que outras regides
dentro do gene DAT1 também podem contribuir para o risco ao TDAH. Associagdes
significativas com esse transtorno também foram descritas com polimorfismos da regido
promotora do gene, tanto em criancas quanto em adultos (Brookes et al., 2008; Genro et al.,
2008; de Azeredo et al., 2014).

Os estudos iniciais com o0 gene DRD4 no TDAH ocorreram devido a sua associacao
com a dimensao de personalidade conhecida como “busca por novidades”, um componente de
personalidade altamente representado em pacientes com esse transtorno (Benjamin et al.,
1996; Ebstein et al., 1996). O VNTR de 48pb no éxon 3 é o polimorfismo mais bem estudado
nesse gene, sendo os alelos de duas (2R), quatro (4R) e sete (7R) repeti¢Oes os mais frequentes
na populagdo. O alelo 7R foi consistentemente associado ao TDAH com um odds ratio (OR)

de 1,33, sendo considerado de risco para o transtorno (Gizer et al., 2009). Além do ndmero de
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copias desse VNTR, alguns estudos mostraram um excesso de variantes raras dentro desses
alelos nos pacientes com TDAH, salientando a importancia ndo somente do numero de
repeticdes, mas também das variantes raras encontradas na regido do VNTR para a etiologia
do TDAH (Grady et al., 2003; Tovo-Rodrigues et al., 2012).

Além do DAT1 e DRD4, os genes dos receptores D2 (DRD2) e D5 (DRD5) de
dopamina também estdo entre os genes candidatos da rota dopaminérgica com resultados
significantes em meta-analises de TDAH (Gizer et al., 2009; Faraone et al., 2014). Entre
outros genes candidatos com estudos relevantes incluem-se os que codificam enzimas
metabolizadoras de catecolaminas: catecol-O-metiltransferase (COMT), monoamina-oxidase
A (MAOA) e dopamina hidroxilase beta (DBH); e genes de outras rotas de neurotransmissores,
como o transportador de serotonina (5HTT), receptor 1B de serotonina (HTR1B) e o receptor
adrenérgico 2A (ADRA2A) (Gizer et al, 2009; Faraone et al., 2014). A associacdo desses genes
com o TDAH, embora tenha sido replicada em muitos estudos, revelou que eles apresentam
tamanhos de efeito pequenos e explicam somente uma pequena parcela da alta herdabilidade
estimada para o0 TDAH (Akutagava-Martins et al., 2013).

5.2 Estudos de associagdo por varredura genémica

Os estudos de associacdo por varredura gendmica (do inglés, GWAS) ndo possuem
uma hipdtese prévia, sendo uma ferramenta muito importante para a identificacdo de novos
genes candidatos. Os GWAS sdo baseados na hipdtese “doenca comum/variante comum”
(DC-VC), onde a transmissdo do transtorno ocorreria através de diversas variantes comuns em
diferentes genes, além de uma possivel influéncia de genes modificadores (Marian, 2012). O
alvo dos GWAS sédo os polimorfismos de base tnica (SNPs), os quais formam a maioria das
diferengas nas sequencias de DNA encontradas entre duas pessoas. As amostras s&o
genotipadas para milhares a milhdes de SNPs com o0 objetivo de cobrir todo o0 genoma,
gerando uma grande quantidade de dados. Para que um SNP seja considerado associado a um
fen6tipo, o valor de P deve ser inferior a 5 x 10, devido & correcdo para maltiplos testes
(Cichon et al., 2009).
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Até o momento, foram publicados nove GWAS independentes em amostras de
TDAMH. Seis utilizaram amostras de criancas e adolescentes e outros trés, amostras de adultos.
Em nenhum estudo a significancia estatistica foi atingida e poucos resultados apresentaram
sobreposicdo (Lesch et al., 2008; Neale et al., 2008; Mick et al., 2010; Neale et al., 2010a;
Hinney et al., 2011; Stergiakouli et al., 2012; Ebejer et al., 2013; Yang et al., 2013; Sanchez-
Mora et al., 2014). Deve-se ressaltar que ndo houve evidéncias suficientes para sustentar o
importante papel de genes envolvidos em rotas de neurotransmissores, previamente apontados
nos estudos de associagdo com TDAH. Entretanto, através dos GWAS, genes relacionados a
comunicacdo entre células estdo sendo apontados como possiveis candidatos, incluindo
processos como divisdo e sobrevivéncia celular, adeséo e polaridade, migracao e plasticidade
neuronal, regulacdo da matriz extracelular e remodelamento do citoesqueleto (Franke et al.,
2009). Dessa forma, os resultados desse tipo de estudo indicaram toda uma gama de novas e

promissoras possibilidades para investigacdes genéticas do TDAH (Genro et al., 2010).

Deve-se destacar que apesar de muitos loci estarem sendo associados a diversos
fendtipos atraves de GWAS, os mecanismos moleculares através dos quais estes atuam ainda
sdo desconhecidos. Na pratica, a interpretacdo de resultados de GWAS ¢é bastante complicada.
Primeiramente, os SNPs identificados provavelmente fazem parte de uma regido maior de
interesse, onde também estdo localizadas outras variantes (van der Sijde et al., 2014). Nao
necessariamente 0 SNP apontado pelo GWAS é o principal da regido, podendo estar, naquela
populacdo, em desequilibrio de ligacdo (DL) com a variante associada ao fenotipo. Além
disso, na maioria das vezes, 0s SNPs apontados estdo fora de regides codificantes, estando,
portanto, em regides intrénicas, indicando que 0s mecanismos subjacentes ao transtorno muito
provavelmente sdo mais relacionados com a regulacdo génica (van der Sijde et al., 2014).
Dessa maneira, torna-se ainda mais dificil a interpretacdo dos resultados de GWAS e o

entendimento das consequéncias diretas dessas variantes.
5.3 Variagées no nitmero de copias

As varia¢Ges no numero de cépias, ou CNVs (do inglés), sdo segmentos de DNA com

tamanho superior a 1 kb que podem estar tanto ausentes quanto repetidos ao longo do genoma
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humano. Estima-se que a diferenga existente entre dois cromossomos humanos na populagéo
seja de aproximadamente 0,1%, tanto devido a SNPs quanto a CNVs (Malhotra and Sebat,
2012). Embora os SNPs sejam muito mais frequentes do que os CNVs, ha evidencias que a
contribuicdo relativa destas duas classes de polimorfismos seja similar na variacdo do genoma
humano (Malhotra and Sebat, 2012).

Dos estudos de CNVs independentes realizados em pacientes com TDAH, cinco
relataram um enriquecimento global de CNVs grandes e raros em pacientes, quando
comparados aos controles, sendo que apenas uma investigacdo avaliou uma amostra de adultos
(Williams et al., 2010; Stergiakouli et al., 2012; Williams et al., 2012; Yang et al., 2013;
Ramos-Quiroga et al., 2014). Apesar do enriquecimento global ndo ter sido universal, alguns
genes se destacaram como potenciais candidatos através de analises individuais. Elia et al.
(2010) demonstraram que 0s segmentos suprimidos ou duplicados em uma amostra de
criancas e adolescentes com TDAH possuiam uma grande concentracdo de genes relacionados
ao neurodesenvolvimento. Corroborando estudos de GWAS, estes resultados apoiam a ideia
de que os genes envolvidos nos processos de neurodesenvolvimento formam uma nova
categoria de genes candidatos, que podem ajudar no entendimento da heterogeneidade
fenotipica encontrada no TDAH e outras doencas neuropsiquiatricas. Neste mesmo trabalho,
foram observadas delecGes nos genes de receptores metabotrdpicos de glutamato 5 e 7 (GRM5
e GRM7), sugerindo também um papel para essa classe de receptores de glutamato na
etiologia do TDAH (Elia et al.,, 2010). Esses resultados foram replicados em outra
investigacdo do mesmo grupo, na qual os autores demonstraram que cerca de 10% de casos de
TDAH apresentavam CNVs nos genes glutamatérgicos ou em genes que interagem com eles,
formando a chamada rede de receptores metabotropicos de glutamato (Elia et al., 2012). Um
trabalho recente do nosso grupo ndo encontrou uma diferenca significativa no nimero de
CNVs em genes de receptores metabotrépicos de glutamato em pacientes com TDAH, quando
comparados com uma amostra controle (Akutagava-Martins et al., 2014). No entanto, a
presenca de CNVs foi associada ao baixo quociente de inteligéncia (QI) estimado em
individuos com TDAH. Uma maior prevaléncia de CNVs no gene GRM5 tambem foi

associada com a presenca do transtorno de ansiedade nessa amostra. Estes resultados sugerem
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uma possivel influencia de CNVs nos genes do sistema glutamatérgico na variabilidade clinica
e cognitiva encontrada em individuos com TDAH (Akutagava-Martins et al., 2014).

6. Genes de neurodesenvolvimento e TDAH

No intuito de aumentar a compreensdao da etiologia do TDAH pelos GWAS e
fornecer indicacBes para futuras pesquisas, Poelmans et al. (2011) agregaram categorias
funcionais para as proteinas dos genes de suscetibilidade apontados por essa abordagem e
construiram uma rede de sinalizagdo proteica. Dos 85 genes selecionados (com o valor P <
1.00E-4), 45 (53%) se relacionaram ao neurodesenvolvimento. A rede descrita pelos autores
representa o processo de desenvolvimento neuronal, um esquema de interacdes proteina-
proteina que leva ao crescimento e diferenciacdo celular. Além disso, outras linhas de
evidéncias adicionais sugerem que algumas dessas proteinas, organizadas nessa rede de
interacdo, exercem uma contribuicdo importante na etiologia do TDAH (Poelmans et al.,
2011). Algumas sdo codificadas por genes localizados justamente em regiGes onde sao
encontrados CNVs em amostras de individuos com TDAH (Cappellacci et al., 2006; Bradley
et al., 2010). Outras revelaram um possivel efeito nos sintomas de TDAH através de estudos
knockout em modelos animais (Pangratz-Fuehrer et al., 2005; Tanda et al., 2009). E, por fim, a
expressao e/ou funcionalidade de algumas dessas proteinas da rede de interacbes podem ser
reguladas pelos estimulantes utilizados no tratamento do TDAH (Appenrodt and Schwarzberg,
2003; Adriani et al., 2006). Portanto, ao integrar os principais resultados dos GWAS com 0s
dados de CNVs, regulacdo da expressdo devido aos estimulantes e os resultados em modelos
animais, alguns genes de neurodesenvolvimento destacaram-se como candidatos para o0s
estudos genéticos do TDAH (Poelmans et al., 2011).

O conjunto das informagdes até aqui apresentadas sugerem que o TDAH possa ser
considerado um transtorno do neurodesenvolvimento. Corroborando essa hipotese, estudos
genéticos e moleculares do TDAH indicam um novo conjunto de possibilidades promissoras
para investigacOes de genes envolvidos no crescimento e plasticidade neuronal (Poelmans et

al., 2011; Akutagava-Martins et al., 2013). Serdo apresentados a seguir 0s genes envolvidos no
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neurodesenvolvimento que acumulam evidéncias de associacdo com TDAH através de
resultados em estudos de GWAS, CNVs, modelos animais e de expressdo génica e, por isso,

foram escolhidos para serem investigados nessa tese.
6.1 CDH13

Dos genes apontados por estudos de GWAS até o momento, o gene CDH13 (OMIM
601364) é potencialmente um dos mais promissores candidatos para a suscetibilidade genética
do TDAH. A primeira sugestdo de associacdo deste gene com o TDAH foi através de um
GWAS com mais de novecentas familias, porém, diferentemente das outras varreduras
gendmicas, os desfechos utilizados foram quantitativos (Lasky-Su et al., 2008). Neste estudo,
0 SNP rs6565113 foi associado aos dois grupos principais de sintomas do TDAH, desatencéo
e hiperatividade/impulsividade. Outras variantes deste gene também foram identificadas em
mais dois GWAS com amostras de criangas e adolescentes (Mick et al., 2010; Neale et al.,
2010a) e outro de adultos (Lesch et al., 2008). Em uma meta-analise, esse gene foi incluido
entre os principais candidatos, embora ndo tenha atingido significancia em nivel gendmico
(Neale et al., 2010b). Além disso, Zhou et al. (2008) realizaram uma meta-analise que inseriu
sete estudos de ligacao por varredura genémica e corroboraram esses resultados, concluindo
que o locus do CDH13 esta ligado ao TDAH.

O gene CDH13 se localiza na regido 16g23.3 e codifica uma proteina de membrana
que faz parte da familia das caderinas, chamada caderina-13 (Philippova et al., 2009). As
caderinas constituem uma grande familia proteica de moléculas transmembrana de adesdo
célula-célula dependente de célcio e a sua regulacdo é de extrema importancia para 0 processo
de crescimento e motilidade celular durante o desenvolvimento (Philippova et al., 2009). Em
uma revisdo sobre o papel das caderinas, Redies et al., (2012) sugeriram que genes que
codificam membros dessa superfamilia sdo de especial interesse no estudo da patogénese de
diversos transtornos neuropsiquiatricos, incluindo o TDAH, pois as caderinas desempenham
um papel essencial no desenvolvimento dos circuitos neuronais, bem como na funcionalidade

de sinapses ja formadas através das rotas de sinalizagéo intracelulares associadas.
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A caderina-13 é uma proteina diferenciada de outros componentes da sua familia
proteica, pois ndo é considerada uma caderina “classica” devido a perda das porgodes
transmembrana e citoplasmatica. Esta proteina € ancorada a membrana plasmatica pelo
glicosilfosfatidilinositol (GPI) (Philippova et al., 2009). Alguns autores sugerem que esta
caracteristica pode permitir uma maior versatilidade a essa proteina e que ela possa atuar mais
como uma molécula sinalizadora do que as caderinas "classicas" (Rivero et al., 2013). Em
diversas culturas celulares, ao invés da caderina-13 ser associada as areas de contato célula-
célula, ela apresentou uma distribuicdo em forma de pontos ao longo da membrana
(Philippova et al., 2009). Em humanos, seus transcritos foram encontrados no CPF, medula,
tdlamo e mesencéfalo de adultos enquanto que a proteina foi detectada nas membranas
celulares e neuritos do cortex cerebral, medula oblongata e nucleus olivaris (Takeuchi et al.,
2000). As funcGes potencialmente relacionadas a caderina-13 sdo: crescimento direcionado de
neuritos, arborizacdo de dendritos, desenvolvimento de sinapses e manutencdo do contato

sinaptico (Rivero et al., 2013).

Arias-Vasquez et al.(2011) testaram mais de 2.500 SNPs ao longo do gene CDH13
com o desempenho de criangas e adolescentes com TDAH em testes neurocognitivos.
Somente o polimorfismo rs11150556 se manteve significante apds correcdo para multiplos
testes e o0 genotipo CC foi associado a um baixo desempenho no teste de memoria de trabalho.
Andlises de sequéncias codificantes do gene ndo revelaram um maior nimero de variantes
funcionais em adultos com TDAH, apesar de sete mutagcdes sem sentido terem sido detectadas,
sendo que quatro estavam presentes somente na amostra de pacientes (Mavroconstanti et al.,
2013).

Em um estudo de GWAS para os cinco dominios principais de personalidade, de
acordo com a revisdo do instrumento de avaliacdo da personalidade normal (Costa and
McCrae, 1992), o gene CDH13 foi associado a dimensdo de extroversdo, que mede a
tendéncia do individuo ser sociavel, ativo, assertivo, alegre e em busca de estimulos
(Terracciano et al., 2010). Outros GWAS apontaram a importancia do gene CDH13 na
suscetibilidade ao uso/abuso de substancias e dependéncia de alcool (Uhl et al., 2008;

Treutlein et al., 2009). Além disso, a expressao desse gene parece estar alterada na regido da
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amigdala no cérebro de pacientes com transtorno depressivo maior e CNVs foram
identificados na regido onde se localiza 0 CDH13 em pacientes com transtornos do espectro
autista (Sibille et al., 2009; Sanders et al., 2011).

Em conjunto, essas informacdes apoiam a hipotese de que o gene CDH13 é um forte
candidato para o estudo da patofisiologia de transtornos psiquiatricos que compartilham
déficits cognitivos e emocionais. Este gene provavelmente desempenharia um papel
importante no estabelecimento e/ou manutencdo dos circuitos neuronais nas estruturas
cerebrais afetadas dos individuos com TDAH ou com outros distdrbios relacionados (Rivero et
al., 2013).

6.2 CTNNA2

As cateninas sdo proteinas muito importantes para o sistema de adesdo celular
dependente de célcio mediado por caderinas. Para a estabilizacdo e manutencdo da adesdo
celular, as caderinas precisam estar ligadas as cateninas a e [ pela sua porgdo C-terminal
(intracelular), formando um complexo de ligacdo com os filamentos de actina (Kobielak and
Fuchs, 2004; Mege et al., 2006). As cateninas-a sdo as proteinas que exercem a conexao entre
0 complexo caderina-catenina-p e o citoesqueleto da célula (Abe et al., 2004; Kobielak and
Fuchs, 2004; Mege et al., 2006). A catenina-o2, também chamada de catenina-o neuronal ou
catenina-oN , ¢ codificada pelo gene CTNNA2 (OMIM 114025), localizado no cromossomo
2p12-p11.1 (Kobielak and Fuchs, 2004). Essa proteina é altamente expressa no sistema
nervoso central, particularmente no hipotadlamo, amigdala, cértex cingulado, lobo temporal e
CPF (Terracciano et al., 2011). Varias evidéncias sugerem que a catenina-a2 estabiliza a
formacdo de sinapses mediadas por caderinas classicas durante o desenvolvimento do tecido
cerebral (Kobielak and Fuchs, 2004). De acordo com Poelmans et al. (2011), a caderina 2
(CDH2) é ancorada na membrana e citoesqueleto neuronais pela catenina o2 e . Quando
ocorre a inativacdo de CDH2, ha a dissolucdo da ligacdo com as cateninas, liberando a
catenina-p para atuar no nucleo como um fator de transcrigdo. A integridade do complexo
caderina-catenina-a2-catenina-p promove a adesdao neuronal e sua dissociacdo ativa uma

cascata de sinalizacdo, estimulando o crescimento do tecido. A expressdo do gene CTNNA2

32



permanece depois que o tecido cerebral estd formado, atuando na manutencdo das sinapses
(Abe et al., 2004; Kobielak and Fuchs, 2004).

Camundongos com uma dele¢do de 150 kb no cromossomo 6, onde o homdlogo
murino catna2 esta localizado, apresentam ataxia e hipoplasia cerebelar, baixo PPI, além de
outros comportamentos anormais. Nesse estudo, a expressdo do gene catna2, transfectado nos
camundongos com a delegéo, restabeleceu a normalidade da morfologia do cerebelo e
hipocampo, além do PPI (Park et al., 2002). Smith et al.(2005) verificaram, através de uma
analise de expressdo de cateninas no tecido cerebral adulto de macaco Rhesus, uma grande
concentracdo de catenina-a2, tanto na regido dorso lateral do CPF (DLCPF), quanto no
hipocampo. Este estudo reforcou a ideia de que as cateninas exercem um papel importante ndo

somente no desenvolvimento, mas também no cérebro adulto.

Mexal et al. (2005) compararam o padréo de expressdo génica entre fumantes e néo-
fumantes em uma amostra caso-controle de esquizofrenia e observaram que 277 genes
apresentaram uma expressao diferenciada entre os grupos. O gene CTNNA2 foi um desses
genes, e sua expressdo mostrou-se reduzida em pacientes com esquizofrenia que néo
fumavam, mas ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre casos e controles
(Mexal et al., 2005). Em investigagdes de CNVs, foram encontradas regides deletadas no
locus do gene CTNNA2 em criancas e adolescentes com TDAH (Elia et al., 2010). Além disso,
foi observada a associacdo do gene CTNNA2 com a escala de procura por excitacdo,
pertencente ao dominio de extroversdo, em um GWAS que avaliou a associacdo entre SNPs e
os dominios de personalidade do inventario NEO (Costa and McCrae, 1992; Terracciano et al.,
2011). A procura por excitagdo é um dos construtos de personalidade que reflete uma
tendéncia individual ao desejo por fortes emocGes e é considerado como um dos principais
componentes da impulsividade e da extroversao. Altos escores de procura por excitacdo levam
o0 individuo a engajar-se em atividades que promovem intensas sensacdes e riscos de morte,

como esportes radicais e outras atividades perigosas (Terracciano et al., 2011).

As informacdes apresentadas sugerem que a proteina catenina-a2 ¢ muito importante

na formacdo e manutencdo das sinapses, conservando a estabilidade dos dendritos e,
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consequentemente, das redes neurais em desenvolvimento e em adultos. Dessa forma, ha uma
forte plausibilidade bioldgica para que o gene CTNNA2 seja um possivel candidato para

doencas do neurodesenvolvimento.
6.3 GIT1

GIT1 (OMIM 608434) ¢é a proteina 1 interagente da quinase 2, a qual regula a
atividade dos receptores acoplados a proteina G (GPCRs) pela fosforilacdo de seus dominios
intracelulares apds associacdo com a proteina G ativada. GIT1 ¢ uma molécula adaptadora
multifuncional com diversos dominios, incluindo um dominio GTPase para o fator de
ribosilacdo ADP (ARF), que regula o transporte endocitico dos receptores adrenérgicos 3 e
outras GPCRs (Premont et al., 1998; Claing et al., 2000). O gene GIT1 em humanos esta
localizado no cromossomo 17p11.2 (Hoefen and Berk, 2006; Lee and Silva, 2011). Diversos
resultados indicam que a proteina GIT1 regula o crescimento neuronal, a morfogénese da
coluna vertebral, a formacao de sinapses e a localizacdo dos receptores ionotropicos AMPA de
glutamato (Ko et al., 2003; Zhang et al., 2005; Menon et al., 2010).

A primeira demonstracdo da funcdo neuroldgica de GIT1 in vivo foi realizada por
Schmalzigaug et al. (2009). Nesse estudo, os camundongos knockout para 0 gene
apresentaram comportamentos exploratorios, de ansiedade e depressivos normais, entretanto,
eles exibiram respostas prejudicadas a0 medo (Schmalzigaug et al., 2009). E importante
ressaltar que apesar desses camundongos terem maior suscetibilidade a morte precoce no
periodo pés-natal, os que sobreviveram se desenvolveram normalmente e ndo mostraram
anormalidades anatdmicas exageradas (Schmalzigaug et al. 2009). Em outro estudo, as células
cerebrais dos camundongos knockout para GIT1 mostraram menores densidade e comprimento
dendriticos no hipocampo (Menon et al. 2010). Além disso, a analise de comportamento
mostrou que estes animais apresentam uma méa adaptacdo a novos ambientes (Menon et al.
2010).

Apesar da escassez de trabalhos sobre o papel do GIT1 em transtornos psiquiatricos,
um estudo, publicado em 2011, enfatizou a necessidade de estudos que investiguem o possivel

papel desse gene no TDAH. Won et al. (2011) procuraram genes que codificam proteinas que
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afetam as funcbes neurais e o0 neurodesenvolvimento em algumas regides genémicas que
tinham sido identificadas anteriormente como de suscetibilidade ao TDAH (Bakker et al.,
2003; Arcos-Burgos et al., 2004; Ogdie et al., 2004; Franke et al., 2009). Dentre 0s genes
candidatos, o GIT1 foi detectado. Nessa andlise, foi identificado um polimorfismo funcional
(rs550818) do gene GIT1, localizado no intron 20, em que o portador do alelo T apresentava
expressdo génica significativamente menor. Além disso, esses autores mostraram que esse
alelo de baixa expressdo génica estava associado ao TDAH, em uma amostra de criangas
coreanas através de uma analise caso-controle. Com o objetivo de testar se a deficiéncia da
proteina GIT1 possui um efeito direto nos sintomas de TDAH, Won et al. (2011) construiram
camundongos knockout para esse gene. Como esperado, camundongos sem GIT1
apresentavam um comportamento muito semelhante ao encontrado em individuos com TDAH.
As caracteristicas aparentes nesses camundongos foram: hiperatividade exacerbada, déficit
cognitivo e de memdria; e padrdo oscilatorio theta aumentado, como em individuos com
TDAH. O mais interessante é que, ap6s o tratamento com MPH e AMPH, os camundongos
normalizaram seu fenétipo, diminuindo os sintomas, ndo havendo mais diferenca significativa
com os controles. Won et al. (2011) concluiram que a falta da proteina GIT1 determina um
fendtipo semelhante ao TDAH através de uma mudanca no equilibrio entre o sinal de
excitacdo e inibicdo dos neurdnios piramidais dos camundongos pelo excesso de sinapses
excitatdrias, devido a diminuicéo de sinapses inibitorias, podendo, portanto, ser um bom gene

candidato para mais estudos na area.
6.4 NOS1

O gene oOxido nitrico sintetase 1, ou NOS1 (OMIM 163731), estd localizado no
cromossomo 12g24.3 e codifica uma enzima de mesmo nome, também conhecida por 6xido
nitrico sintetase neuronal devido a sua expressdo aumentada no sistema nervoso central. Esta
enzima é responsavel pela formacéo de dxido nitrico (NO) a partir da molécula de L-arginina,
sendo essa reacao dependente de célcio (Brenman and Bredt, 1997; Kiss and Vizzi, 2001). No
tecido cerebral, o0 NO tem uma variedade de funcBes importantes, como a regulacdo de
neurotransmissores, plasticidade neuronal e neurotoxicidade (Reif et al., 2006). Poelmans et

al. (2011) sugeriram que o NO participa do desenvolvimento do tecido cerebral através da
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direta ativacdo da CDH2 que, como ja foi mencionado anteriormente, estd ancorada ao
citoesqueleto pelas cateninas. O NO é um gas altamente difusivel que pode atravessar
membranas e atuar em torno da célula que a produziu. Estudos apontam que esse gas pode
funcionar como outro tipo de neurotransmissao, sendo mais uma forma de comunicacéo entre
as células cerebrais (Kiss and Vizzi, 2001). A enzima NOS1 estd ligada ao receptor
ionotropico de glutamato (NMDAr), via proteina pds-sindptica de densidade 95. Quando o
NMDAr € ativado, ligando-se ao glutamato, hd um concomitante influxo de calcio (Brenman
et al., 1997). Esse influxo acentuaria a funcionalidade de NOS1 e aumentaria a formacéo de
NO. Consequentemente, o nivel de NO formado no tecido cerebral reflete o grau de ativacdo
de NMDA por glutamato e essa molécula gasosa atuaria em torno da célula formadora, agindo
como um segundo mensageiro (Kiss and Vizzi, 2001). Além disso, foi visto que NO pode
inibir os transportadores monoaminérgicos (DA, seronotina e NA), aumentando a quantidade
desses neurotransmissores no espago intercelular. Portanto, 0 NO agiria regulando os sistemas
monoaminérgicos através do NMDAr (Kiss and Vizi, 2001; Kiss et al., 2004).

Modelos animais mostraram que camundongos portadores do gene NOS1 inativado
exibem um comportamento agressivo e impulsivo. Esses estudos demonstram que o NO
parece desempenhar um papel importante como modulador do sistema serotoninérgico e a
auséncia dessa molécula gasosa leva a um aumento significativo do comportamento impulsivo
e agressivo nos camundongos (Chiavegatto et al., 2001; Chiavegatto and Nelson, 2003). Tanda
et al. (2009) indicaram que a NOS1 também estimula a sinalizagdo de dopamina pelos
receptores do tipo D1 e induz um comportamento hiperativo e uma memoria espacial
prejudicada em camundongos sem esse gene. Mais recentemente, outros resultados
demonstraram que, além de hiperatividade, camundongos knockout para o gene NOS1 também
apresentaram déficits na funcionalidade do CPF através de testes que avaliaram o desempenho
em memoria de trabalho (Zoubovsky et al., 2011). Em conjunto, esses resultados permitem
concluir que o NO pode ter implicagBes significativas para o tratamento de transtornos

psiquiatricos caracterizados por hiperatividade, impulsividade e agressividade.

Em humanos, o gene NOS1 possui aproximadamente 125 kb, contendo 28 éxons. O

éxon 1 exibe 12 sitios diferentes de inicio de transcricao, sendo esses segmentos nomeados de
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éxon la a 1l. A transcri¢do a partir desses éxons é dirigida por promotores alternativos que
apresentam um padrdo de expressao tecido-especifico, sendo vista a transcricdo de NOS1 a
partir do promotor do éxon 1f predominantemente no ganglio basal, hipocampo e cértex
cerebral (Reif et al., 2009). A variante de repeti¢cdes curtas em tandem (STR) nomeada de
Ex1f-VNTR é a variante genética mais bem estudada no gene NOS1 e foi caracterizada por
Reif et al. em 2006. Ex1f-VNTR é formada por repeticdes em tandem de dois nucleotideos,
citosina e adenosina, podendo apresentar de 180 a 210 repeticdes ao longo do promotor do
éxon 1f (Reif et al., 2006). As frequéncias dessas repeticGes ndo parecem ser distribuidas
uniformemente e estas variantes podem ser dicotomizadas em dois grupos de alelos: curto
(entre 180 e 196 repeticdes) e longo (entre 198 e 210 repeticdes). Nesse trabalho, o alelo curto
de Ex1f-VNTR foi associado com gravidade e funcionalidade prejudicada do CPF, em
pacientes com esquizofrenia. Em estudo posterior, Reif et al. (2009) verificaram diferencas
significativas na expressdo génica, de acordo com o nimero de repeticdes. O alelo de 204
repeticdes (longo) apresentava uma expresséo significativamente maior do que os alelos de
192 e 182 repeticdes (curtos). Silberberg et al., (2010) compararam a expressdo de NOS1 em
cérebros post-mortem em amostras de pacientes com esquizofrenia, transtorno bipolar e
controles. Esses autores observaram que a expressdo desse gene parece estar aumentada na
regido DLCPF, mas somente nos pacientes com esquizofrenia. No entanto, uma diferenca
significativa na transcricdo entre portadores do alelo curto e longo do Ex1f-VNTR néo foi
observada (Silberberg et al., 2010).

Diversos estudos apontam o papel de Ex1f-VNTR no comportamento impulsivo,
hiperativo e agressivo. Reif et al. (2009) mostraram que o alelo curto é mais frequente em
adultos com TDAH, transtorno de personalidade ou comportamento agressivo, comparados
com a amostra controle. Além disso, eles sugeriram que esse mesmo alelo esta associado com
uma “hipoativacdo” do cortex cingulado anterior nos individuos controles, regido cerebral
envolvida no processamento das emocdes, nas caracteristicas de temperamento e
personalidade (Reif et al., 2009). Diversos resultados posteriores de associacdo sugeriram um
possivel efeito do gene NOS1 no comportamento impulsivo, observado em adultos com

TDAH, homens infratores e em individuos de uma amostra populacional (Retz et al., 2010;
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Hoogman et al., 2011; Reif et al., 2011a). Além disso, esse STR parece influenciar a
oxigenacdo do CPF durante testes de memoria de trabalho em individuos saudaveis (Kopf et
al., 2011). Os polimorfismos rs6490121 e rs41279104 do gene NOS1 foram associados a
funcionalidade do CPF, tanto em pacientes com esquizofrenia como em individuos normais,
sugerindo que esse gene seja um candidato em potencial para anélises que avaliem o seu efeito
no desempenho do CPF (Reif et al., 2011b; Rose et al., 2012).

Portanto, reunindo os dados de diversos estudos, 0 gene NOS1 pode ser considerado
um candidato importante para analises de fatores genéticos relacionados a transtornos

psiquiatricos em geral.
6.5 MAP1B

O gene MAP1B (OMIM 157129) codifica uma proteina pertencente a familia das
proteinas associadas aos microtubulos (do inglés, MAPS). Assim como o proprio nome dessa
familia proteica indica, todas as proteinas pertencentes a esse grupo retém a capacidade de
ligacdo aos microtibulos, atuando na estabilizacdo do citoesqueleto celular (Halpain and
Dehmelt, 2006). O subgrupo proteico das MAPSs, especificamente a MAP1A e a MAP1B, é
predominantemente expresso nos neurdnios, onde elas sdo consideradas muito importantes na

formacédo e desenvolvimento dos ax6nios e dendritos (Halpain and Dehmelt, 2006).

O gene MAP1B estd localizado no cromossomo 5ql3 e sua expressdo €
predominantemente encontrada nos neurdnios durante o desenvolvimento. Entretanto, estudos
de expressao sugerem que 0s niveis proteicos de MAP1B permanecem nas areas do cerebro
que precisam de mais plasticidade na idade adulta, porém, em um nivel pouco mais baixo
(Nothias et al., 1996). Quatro estudos de camundongos knockout para o gene MAP1B
mostraram reducdo no tamanho do cerebelo e na taxa de mielinizagdo, ataxia, auséncia do
corpo caloso e malformacdes no cortex, cerebelo e hipocampo (Edelmann et al., 1996; Takei
et al., 1997; Gonzalez-Billault et al., 2000; Meixner et al., 2000). Recentemente, uma revisdo
especifica sobre MAP1B mostrou que as fungdes celulares e moleculares dessa proteina ndo
estdo somente relacionadas as suas propriedades de estabilizagdo do citoesqueleto no cérebro

em desenvolvimento ou adulto, mas também a sinalizacdo de diversas outras rotas celulares
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(Villarroel-Campos and Gonzalez-Billault, 2014). Nesse estudo, reuniram-se resultados
oriundos de diversas abordagens mostrando a diversidade de outras proteinas com as quais a
MAP1B pode interagir. Dentre elas, estdo os receptores de glutamato e serotonina: (1) a
subunidade NR3A do NMDAr, aumentando a formagéo de receptores NMDA contendo essa
subunidade e reduzindo sua funcionalidade (Eriksson et al., 2010); (2) subunidades 6, 7a, 7b,
8a e 8b do receptor metabotropico de glutamato (mGIuR), regulando as funcGes dos receptores
(Moritz et al., 2009); (3) o receptor de serotonina tipo 6 (5-HT6), aumentando sua expresséo e
reduzindo a endocitose (Kim et al., 2014). Além disso, a MAP1B parece interagir com
proteinas alteradas em transtornos degenerativos, como a-synucleina, peptideo A, gigatoxina
e ataxina-1 (Jensen et al., 2000; Ding et al., 2002; Opal et al., 2003; Gevorkian et al., 2008).

Stroissnigg et al., (2007) mostraram que MAP1B também é o componente principal
da rota de prolongamento dos axonios baseada na S-nitrosilagdo. A S-nitrosilagdo consiste na
adicdo covalente de um éxido nitrico (NO) ao grupo tiol (-SH) reativo de residuos especificos
de cisteina em proteinas e representa uma das poucas modificacGes pos-traducionais que
exerce funcdes especificas de sinalizacdo celular. Stroissnigg et al., (2007) propuseram que a
NOS1 age na retracdo axonal através da MAP1B. A extensdo do axonio é feita através da acéo
dos microtabulos, enquanto a sua retracdo seria através dos filamentos de actina e miosina. A
NOS1 ativada leva a uma S-nitrosilacdo da MAP1B, aumentando sua funcdo. Dessa forma, a
MAP1B se ligaria aos microtubulos e bloquearia a acdo na dineina, diminuindo a forca de
extensdo do axodnio e levando a uma retragdo axonal (Stroissnigg et al., 2007).

Apesar da MAP1B ter um papel bem definido na manutencdo dos microtubulos e na
extensdo dos axodnios, o recente trabalho de revisdo realizado por Villarroel-Campos e
Gonzalez-Billaut (2014) sugere que outras novas funcdes diversas podem estar relacionadas a
essa proteina. Por exemplo, MAP1B pode interagir com outras proteinas sinalizadoras,
apoptoticas, de membrana e de ligacdo a RNAs. Esta proteina pode, portanto, atuar como uma
molécula sinalizadora envolvida em diversas condicfes fisiolégicas normais ou, até mesmo,
patoldgicas do sistema nervoso. Assim, o gene MAP1B torna-se um candidato plausivel para

estudos genéticos de doencas psiquiatricas como TDAH.
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6.6 SNAP25

A proteina de 25kD associada ao sinaptossomo (SNAP25) participa da regulacao das
vesiculas de exocitose nas sinapses através da formacdo do complexo SNARE (do inglés,
soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein receptor; Jahn and Scheller,
2006). A funcdo dessas vesiculas é liberar os neurotransmissores para a fenda sinéptica,
portanto, o0 complexo SNARE e a proteina SNAP25 desempenham um papel muito importante
na neurotransmissdo de diversos sistemas neuronais. Resultados em culturas celulares de
neuronios de hipocampo de camundongos sugerem que a SNAP25 interage com diferentes
tipos de canais de célcio em neurbnios glutamatérgicos, inibindo suas fungdes (Condliffe et
al., 2010). Portanto, a expressao alterada ou mutacGes do gene que codifica essa proteina, ou
outras que participam do mesmo complexo, podem resultar em implicacdes em diferentes

transtornos neurolégicos e psiquiatricos (Gao et al., 2015).

Os camundongos chamados coloboma sdo animais que apresentam uma delegéo de
aproximadamente 2cM no cromossomo 2, onde se localiza 0 gene Snap25, e sdo considerados
como um dos modelos animais para o0 TDAH (Wilson, 2000). Estes animais apresentam 50%
da expressdo de Snap25 e exibem sintomas de hiperatividade, impulsividade e desatencéo que
melhoram com o uso de AMPH (Hess et al., 1996; Bruno et al., 2007). Esses camundongos,
quando expostos a nicotina no periodo pré-natal, também apresentaram alteracdes
significativas no comportamento social, além de hiperatividade (Baca et al., 2013). Em
culturas celulares, a expressdo reduzida de SNAP25 leva a uma diminuicdo na plasticidade
neuronal, podendo ter um efeito na formacgdo dos circuitos cerebrais e na plasticidade no
cérebro em desenvolvimento e adulto (Antonucci et al., 2013). Em um estudo sobre o0s niveis
de expressdo génica no CPF post-mortem de humanos, Choi et al. (2009) mostraram que
alguns genes, incluindo SNAP25, exibem uma modificacdo no padréo de expresséo ao longo
do desenvolvimento. Em relagdo ao SNAP25, os autores descreveram um aumento de
expressao com a idade. Ja Hawi et al., (2013) verificaram que outros dois polimorfismos nesse
gene, rs6108461 e rs362990, afetam a expressédo no tecido cerebral post-mortem de individuos

sem transtornos psiquiatricos. Além disso, os alelos associados & reducdo da expressao do
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gene de cada um desses SNPs formam um hapl6tipo de risco associado ao TDAH atraves de

andlises de transmissao alélica em uma amostra de familias (Hawi et al., 2013).

Um estudo de varredura gendmica que incluiu mais de mil SNPs em 51 genes
candidatos ao TDAH apontou que o SNAP25 é um dos genes associados ao transtorno,
juntamente com os genes classicos de suscetibilidade, DRD4 e DAT1 (Brookes et al., 2006).
Através de um GWAS que utilizou uma abordagem quantitativa, o gene SNAP25 apareceu
associado especificamente aos sintomas de desatencdo (Lasky-Su et al., 2008). Este gene
também foi considerado importante no TDAH através de andlises de varredura de alta
densidade e por andlises computacionais de priorizacdo de genes candidatos (Guan et al.,
2009; Chang et al., 2012). Além disso, dois estudos de meta-analises demonstraram que 0
gene SNAP25 é associado ao TDAH, mas com um efeito modesto do polimorfismo rs3746544
em amostras de criancgas e adolescentes, com um OR de 1,15 (Forero et al., 2009; Gizer et al.,
2009).

Resumindo todas essas informacdes, os resultados existentes na literatura corroboram
0 possivel envolvimento do gene SNAP25 no TDAH e outros transtornos psiquiatricos, como
um gene de suscetibilidade. Entretanto, mais estudos ainda sdo necessarios para elucidar seu
papel nos transtornos psiquiatricos.
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CAPITULO II - JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

Devido a alta prevaléncia mundial, ao grande prejuizo na vida de pacientes e seus
familiares e ao consequente custo financeiro, 0 TDAH exerce um grande impacto em nossa
sociedade. Apesar de o TDAH estar entre 0s transtornos com maior componente genético da
psiquiatria, desvendar os genes envolvidos nessa doenca ainda € um grande desafio. Os
estudos conduzidos até o momento identificaram apenas um pequeno numero de genes,
principalmente relacionados ao sistema dopaminérgico, que explicam apenas uma pequena
fracdo da herdabilidade atribuida a este transtorno. Parte dessas incertezas se deve a natureza
complexa do TDAH, resultante de muitos genes de pequeno efeito e da interacdo destes entre
si e com fatores ambientais. Portanto, abordagens que permitam o surgimento de novas
hipdteses que expliquem o componente genético do TDAH tornam-se indispensaveis para

definir novos genes candidatos para estudos de associacao.

Estudos de ligacdo, de CNVs, meta-analises de estudos de associacdo por varredura
gendmica, andlises funcionais e de expressdo indicaram um novo conjunto de possibilidades
promissoras para estudos genéticos do TDAH. Essas abordagens sugeriram que 0s genes de
neurodesenvolvimento possuem um papel importante na etiologia do transtorno, incluindo os
que atuam em processos como polaridade e plasticidade neuronal, organizagcdo da matriz
extracelular, remodelamento do citoesqueleto e adesdo celular. Portanto, torna-se muito
importante determinar qual o impacto de variantes destes genes de neurodesenvolvimento,
tanto na etiologia quanto nas manifestacdes clinicas do TDAH. Uma melhor compreenséo do
papel desses genes poderd, no futuro, possibilitar a deteccdo precoce da doenca atravées de

biomarcadores e criar novas abordagens mais eficazes de tratamento.

O presente trabalho teve como objetivo geral investigar o papel de variantes nos
genes CDH13, CTNNA2, GIT1, NOS1, MAP1B e SNAP25 na suscetibilidade genética ao
TDAH.

Os objetivos especificos foram:
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1. Testar a possivel associacdo entre polimorfismos dos genes de neurodesenvolvimento
selecionados e o TDAH tanto em estudos caso-controle como através de uma
abordagem dimensional da doenca;

2. Determinar a associacdo entre os genes de neurodesenvolvimento selecionados e o

desempenho em testes que avaliam memoria de trabalho em criangas com TDAH.
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CAPITULO VII - DISCUSSAO

A discusséo aqui apresentada tem como objetivo integrar os resultados obtidos neste
trabalho a partir de uma perspectiva mais ampla do assunto. As discussbes especificas dos
resultados obtidos foram abordadas nos capitulos anteriores (de 111 a V1). Neste capitulo final,
a presente tese busca integrar os resultados obtidos dentro do contexto geral e dos desafios
para 0s estudos genéticos dos transtornos psiquiatricos, discutindo suas dificuldades, seus
potenciais e perspectivas.

A estimativa de alta herdabilidade para 0 TDAH gerou uma grande expectativa de que
seria relativamente simples identificar diferentes genes de risco para o transtorno. Entretanto,
apos cerca de 20 anos de investigacdo, essa perspectiva ainda ndo foi alcancada. Mais estudos
tem sido realizados na tentativa de explicar uma maior proporc¢do da variabilidade genética e
de se encontrar novos genes candidatos para o TDAH. No entanto, resultados frustrantes
foram obtidos através de novas abordagens, como GWAS, estudos de varredura gendmica, de
variantes raras e interacdes génicas (Stranger et al., 2011; Marian, 2012). Certas ferramentas
de bioinformatica podem gerar hipéteses funcionais a partir de uma lista de genes associados a
um dado processo bioldgico ou caracteristica, agregando rotas funcionais a esses genes e
determinando quais dessas estdo mais representadas em um determinado grupo génico.
Através desse tipo de abordagem, os genes relacionados ao neurodesenvolvimento foram
apontados como candidatos importantes para os estudos do TDAH (Elia et al., 2010; Genro et
al., 2010; Poelmans et al., 2011; Yang et al., 2013). Acrescentando essas informacdes a outras
metodologias, como estudos em modelos animais, de expressdo e funcionalidade, os genes
envolvidos em rotas de desenvolvimento cerebral surgiram como uma série de novas e
promissoras possibilidades que podem auxiliar no avango do conhecimento da genética desse
transtorno. O presente trabalho se insere dentro desse contexto. Foram testados genes do
neurodesenvolvimento e verificou-se um possivel papel importante desses genes no TDAH.
Essa observacdo foi realizada principalmente através de abordagens continuas e dimensionais,
isto €, analisando os sintomas de hiperatividade, impulsividade e desatengdo ou memdria de
trabalho, um teste neuropsicologico reconhecido como endofenotipo do TDAH (Martinussen

et al., 2005). No entanto, verificou-se que as associagdes observadas possuiam um pequeno
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tamanho de efeito, como seria de se esperar nas doencas multifatoriais onde ndo ha um gene
principal.

Um dos desafios encontrados nos estudos genéticos das doencas psiquiatricas € como
abordar os dados fenotipicos (Simmons and Quinn, 2014; van der Sijde et al., 2014). O
diagndstico de doencas mentais ainda depende exclusivamente da verificagdo de uma lista de
sintomas e outros sinais comportamentais, derivados da observacdo do psiquiatra diante do
relato do proprio paciente ou de seus pais (Simmons and Quinn, 2014). Entretanto, seriam
essas categorias diagndsticas suficientemente validadas como construtos funcionais da
doenca? Podemos considerar que os diagnosticos correspondem a mecanismos distintos da
patofisiologia? Como abranger a caracteristica estudada de uma forma multidimensional e
mais precisa para 0s estudos genéticos? Todas essas questdes estdo sendo amplamente
debatidas na literatura e essa tese obteve resultados que colaboram nesse debate (Green et al.,
2008; Kendler and Neale, 2010; Simmons and Quinn, 2014).

O desenho de estudo mais utilizado para testar associacdo genética é o estudo de caso-
controle, no qual o fendtipo é dicotomizado em ter ou ndo a caracteristica (Gizer et al., 2009;
Neale et al., 2010Db). Estes estudos geralmente utilizam uma abordagem retrospectiva, onde as
frequéncias genotipicas sdo comparadas entre as amostras de individuos afetados (casos) e ndo
afetados (controles). A principal vantagem desse modelo é a possibilidade de se investigar a
etiologia de doencas com uma menor prevaléncia e, por isso, mais dificil de ter um nimero
razoavel de casos em uma amostra do tipo coorte (Régo, 2010). As desvantagens da
abordagem caso-controle seriam a diminuicdo do poder estatistico e a necessidade de
homogeneizacdo das amostras (Régo, 2010). Dessa forma, a definicdo de casos € de extrema
importancia para uma analise de caso-controle e os critérios clinicos devem ser extremamente
rigorosos para assegurar um conjunto homogéneo de individuos (Lewis and Knight, 2012).

Entretanto, sabe-se que o TDAH é um transtorno altamente heterogéneo e a definigao
desse fenotipo é um assunto bastante debatido na literatura. Os critérios utilizados na pratica
clinica, como o DSM-5, sem duavida facilitam o diagnostico. Porém, estudos clinicos,
neuroldgicos e genéticos sugerem que o TDAH é mais bem visualizado como um transtorno
dimensional, localizando-se no extremo de uma curva de fatores genéticos e ambientais que

operam dimensionalmente ao longo da distribuigcdo dos sintomas de desatencéo, hiperatividade
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e impulsividade (Larsson et al., 2012; Willcutt et al., 2012; Bralten et al., 2013; Shaw et al.,
2013). Além disso, os sintomas podem ser considerados dominios diferentes, pois parecem ser
atribuidos a redes neuronais distintas e, consequentemente, fatores genéticos especificos,
apesar de apresentarem alguma sobreposicao (Greven et al., 2011). De fato, estudos genéticos
em cada dominio também podem ser adequados separadamente, devido a uma redugdo mais
acentuada na heterogeneidade fenotipica (Bralten, et al., 2013). Dentro desse panorama, a
presente tese apoia a ideia de que o TDAH pode ser mais bem contextualizado de uma forma
dimensional e os fatores genéticos parecem operar diretamente nos sintomas, levando-os a
uma maior ou menor intensidade. O gene CDH13 foi associado com sintomas de
hiperatividade/impulsividade em criangas e jovens com TDAH. Entretanto, essa associagao
ndo foi observada através da analise de caso-controle. J& 0 gene SNAP25 foi associado com
sintomas globais de TDAH, enquanto NOS1 mostrou associagdo com sintomas de
impulsividade. Essas duas ultimas associagfes foram exclusivamente observadas na amostra
de adultos.

Uma das estratégias de homogeneizacdo para desvendar a etiologia dos transtornos
psiquiatricos é a analise de endofenotipos. A utilizacdo desses fendtipos intermediarios pode
aumentar o poder estatistico de estudos genéticos e moleculares do TDAH (Doyle et al.,
2005). Os endofendtipos em potencial sdo caracteristicas herdaveis que segregam na familia
dos individuos afetados, associadas a doenca na populacdo em geral e também mensuradas por
ferramentas confidveis (Gottesman and Gould, 2003; Gau and Shang, 2010). Dentre o0s
fenotipos intermediarios estudados, as disfuncdes executoras, principalmente a memoria de
trabalho, podem ser muito Uteis para os estudos genéticos do TDAH (Martinussen et al., 2005;
Gau and Shang, 2010). Todavia, o uso dos endofendtipos levanta a questdo de como seria a
relacdo entre gendtipo-endofendtipo-fendtipo. Apesar da forte correlacdo entre transtornos
psiquiatricos e endofendtipos, nem todo o risco genético para o fendtipo intermediario ird
influenciar diretamente o transtorno psiquiatrico em questdo, existindo certa especificidade
genética entre eles (Kendler and Neale, 2010).

Ainda no propésito de melhorar as ferramentas de analise na pesquisa genética e em
neurociéncias, o Instituto Nacional da Saide Mental dos Estados Unidos organizou o projeto

Research Domain Criteria (RDoC). O RDoC é um projeto para investigacdo dos transtornos
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mentais que segue uma plataforma biol6gica. Este projeto tem por objetivo “esculpir a
natureza das doengas mentais”, trazendo poder de andlise para as pesquisas modernas nas
areas de geneética, neurociéncias e do estudo do comportamento humano, através de uma
abordagem explicitamente dimensional (Simmons and Quinn, 2014). Para isso, o0 RDoC é
estruturado dentro de cinco dominios principais de funcionamento que podem ser estudados ao
longo de sete unidades de andlise: genes, moléculas, células, circuitos neuronais, fisiologia,
comportamento e autorrelato do paciente (Cuthbert, 2014). Dentro do dominio de “sistemas
cognitivos” esta o construto de memoria de trabalho, também considerado um endofendtipo do
TDAH (Martinussen et al., 2005). O RDoC assume que a area da psiquiatria deve se focar em
uma abordagem nova, diretamente no cérebro, suas células, receptores e redes neurais, para
que a partir disso se consiga delinear o transtorno, desde a sua base (Zorzanelli et al., 2014).
Os dados obtidos nessa tese verificaram uma associacdo entre os genes MAP1B e NOS1 com o
desempenho em tarefas que avaliam a memoria de trabalho, especificamente durante o
subteste de digitos do WISC-I1I (Wechsler, 1991; Wechsler, 2002). Embora estes resultados
estejam de acordo com a literatura, em relacdo a associacdo de NOS1 e memdria de trabalho
(Kopf et al., 2011; Zoubovsky et al., 2011), muitas questdes permanecem em aberto sobre o
efeito genético em processos cognitivos, endofendtipos e construtos associados ao TDAH.

Os dados da presente tese também possibilitam a discussdo sobre as possiveis
diferencas entre 0 TDAH na infancia e na fase adulta. Sabe-se que a apresentacdo desse
transtorno em adultos difere da que é vista em criancas, em parte devido ao declinio mais
acentuado dos sintomas de hiperatividade/impulsividade ao longo do desenvolvimento
(Franke et al., 2012; Willcutt et al., 2012; Volkow and Swanson, 2013). Sendo assim, mais
uma vez sugere-se que uma abordagem dimensional seria a mais apropriada para descrever a
instabilidade observada nos sintomas de TDAH. Além disso, como ja foi abordado
anteriormente, algumas particularidades foram encontradas nos cérebros de criangas e adultos
com TDAH, afetando a cognicdo, atengdo, memoria de trabalho e um atraso na maturagéo
cerebral ao longo da idade (Shaw et al., 2007; Shaw et al., 2013; Friedman and Rapoport,
2015). Entretanto, levando em consideragdo essas diferengas cerebrais e de sintomatologia,
duas questdes permanecem em aberto: 1) existem diferencas genéticas entre 0 TDAH em

criancas e em adultos? 2) os individuos que persistem com o diagnostico na fase adulta
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apresentariam uma contribuicdo genética diferente daqueles que apresentam remissdo dos
sintomas com a idade?

Se 0s genes sao expressos diferentemente ao longo do tempo, participando de todo esse
complexo conjunto de rotas e redes neuronais que envolvem o processo de
neurodesenvolvimento, pode-se especular que as variantes genéticas que afetam a manutencéao
dos sintomas ao longo da idade diferem daquelas que permitem a remissao dos sintomas antes
da fase adulta. Nesse cenério, os resultados da presente tese corroboram essa hipotese,
sugerindo que os genes envolvidos nos processos de neurodesenvolvimento poderiam
explicar, pelo menos parcialmente, as diferengas encontradas entre o0 TDAH na infancia e na
fase adulta. Utilizando a abordagem dimensional, o gene CDH13 parece ser associado com a
manifestacdo do TDAH durante a infancia e adolescéncia, enquanto que os genes NOS1 e
SNAP25 podem desempenhar um papel mais importante na permanéncia dos sintomas em
adultos.

Por outra perspectiva, a herdabilidade estimada para o TDAH em adultos € menor do
gue a estimada na infancia, ou seja, 0 componente genético do transtorno em adultos seria
menor. Uma das explicacfes para essa disparidade é a forma como o diagndstico é realizado.
O autorrelato, utilizado na pratica clinica, pode ndo ser totalmente confidvel, pois o
diagndstico em adultos precisa de uma retrospectiva que leve em consideracdo a presenca dos
sintomas desde a infancia (Franke et al., 2012). Portanto, existe a possibilidade de se
diagnosticar um individuo adulto com TDAH que ndo possuia sintomas antes dos doze anos
de idade, podendo enquadra-lo em uma categoria etiologicamente distinta (Franke et al.,
2012). Seré que, nesses casos, 0 acumulo de fatores ambientais é suficientemente maior para
que o TDAH se manifeste mesmo com uma contribuicdo genética menor? Uma abordagem
longitudinal seria mais apropriada para o estudo dessa questéo.

Cabe aqui ressaltar que mesmo considerando as investigagdes de novos genes
candidatos, os tamanhos de efeito estimados para esses genes sdo pequenos, ndo explicando a
alta herdabilidade estimada para o TDAH. Esses pequenos tamanhos de efeito sdo observados
em todas as investigacbes e meta-analises desde os primeiros estudos genéticos desse
transtorno ha cerca de 20 anos (Cook et al., 1995). A questdo a ser respondida atualmente é se

seria possivel encontrar biomarcadores para 0 TDAH. Apesar da grande dificuldade, o que se
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pode esperar é que, se houver essa possibilidade, provavelmente um Unico marcador ndo seria
suficientemente confiavel e preciso para o diagndstico de transtornos mentais, pois néo
representaria as diversas rotas biologicas subjacentes a doenca. Faraone et al. (2014) sugerem
que seria necessaria a integracdo de todos os resultados gendmicos, incluindo os da
farmacogendmica, para uma melhor compreensédo da rede de interacdo entre genes, proteinas e
processos bioquimicos por trds do quadro clinico do TDAH. Apenas assim, talvez seja
possivel identificar uma lista de biomarcadores que aperfeicoariam o diagnostico e
personalizariam os tratamentos.

A genética psiquiatrica vem se desenvolvendo rapidamente. Muitos avangos foram
conquistados, mas parece que ainda estamos longe de revelar toda complexidade genética do
TDAH. Apesar dos grandes progressos, os dados disponiveis na literatura até o momento
sugerem que dificilmente encontraremos um marcador genético que contenha a informacéo
necessaria para auxiliar no diagndstico ou prevencao do TDAH. Entretanto, as pesquisas estao
mudando seu foco para o estudo de variantes raras, interacdes gene-gene e gene-ambiente, e
sequenciamento do exoma, que podem gerar muitos frutos no futuro. Além disso, maiores
esforcos devem ser realizados no intuito de entender o diagnostico adequadamente e de lidar
melhor com a heterogeneidade do TDAH. E, para que isso aconteca, 0s pesquisadores devem
manter a atitude de cooperacdo e comprometimento. SO através da unido de esforcos e de
novas ideias que o entendimento necessario da genética, do cérebro e do comportamento

humano seréa revelado e podera trazer beneficios para os pacientes e seus familiares.
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