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RESUMO

O Transtorno de Déficit de Atencao/Hiperatividade (TDAH) é comum em adultos e
caracteriza-se por sintomas persistentes de desatencdo, hiperatividade e
impulsividade. Clinicamente, o TDAH € um fendtipo bastante heterogéneo e,
frequentemente, encontra-se associado a diversos outros transtornos
psiquiatricos. A contribuicdo genética é substancial no TDAH e diversos genes de
pequeno efeito tém sido associados com o desenvolvimento do transtorno. O
metilfenidato (MPH) representa o principal agente farmacolégico usado no
tratamento e seu mecanismo de acdo parece envolver a potencializacdo da
transmissao catecolaminérgica no cortex pré-frontal. Estudos farmacogenéticos
tém investigado o papel de diversas variantes genéticas, principalmente em
sistemas de neurotransmissao, na resposta ao tratamento com MPH. No entanto,
esses estudos tém focado quase que exclusivamente no tratamento de criancas
com TDAH. No presente trabalho foi investigada a associacdo entre 17
polimorfismos genéticos, em nove genes candidatos (DAT1, ADRA2A, 5-HTT,
HTR1B, TPH2, DBH, DRD4, COMT e SNAP25), e a resposta ao tratamento com
MPH. A amostra foi composta de 165 adultos com TDAH, diagnosticados de
acordo com os critérios do DSM-IV. A gravidade dos sintomas dos pacientes foi
avaliada antes e ap6s um més de uso de MPH através da aplicacdo das sub-
escalas SNAP-IV e da escala CGI-S. Também avaliamos uma amostra de 136
dependentes de alcool e 237 controles, em um estudo de associa¢do envolvendo
o0 gene HTR1B. A resposta ao MPH foi analisada através de avaliacGes categorica
e dimensional da reducéo nos sintomas apos o uso de MPH. Foi observada uma
reducdo significativa nos escores de gravidade total dos sintomas apds o
tratamento, sendo que 83% dos pacientes foram classificados como
respondedores e 17% como nado respondedores. Nossos resultados indicaram
gue nenhuma das variantes genéticas investigadas apresenta efeitos
significativos na variabilidade de resposta ao tratamento com MPH. Interpretamos
a dificuldade de identificar variantes genéticas envolvidas na resposta ao

tratamento como o reflexo da complexidade clinica e etiolégica do TDAH.



Exemplo disso é o fato de que o gene HTR1B, que apresenta resultados positivos
para associacdo com o TDAH em meta-analises e em um estudo com criangas da
nossa populacéo, ndo se mostrou associado com o TDAH em adultos ou com a
resposta ao MPH, mas sim com o alcoolismo nesse estudo. Novas investigacoes,
em amostras maiores, serdo necessarias para que seja alcangado maior sucesso
nos estudos farmacogenéticos envolvendo o MPH ou outros farmacos no

tratamento do TDAH.

Palavras-chave: TDAH, MPH, farmacogenética, dependéncia de alcool.



ABSTRACT

Attention deficit/hyperactivity disorder (ADHD) has a high prevalence in adults and
it is characterized by pervasive symptoms of inattention, hyperactivity and
impulsivity. Clinically, ADHD is a very heterogeneous disorder frequently
associated with other psychiatric conditions. The genetic contribution in ADHD is
substantial and several genes of small effect have been associated with ADHD
susceptibility. Methylphenidate (MPH) is the primary agent used in
pharmacological intervention for ADHD. Its mechanism of action is believed to
potentiate catecholamine transmission in the pre-frontal cortex. Pharmacogenetic
studies have been investigating the role of genetic variants in the response to the
treatment with MPH. However, previous studies have focused almost exclusively
in the treatment of children with ADHD. In this study, we investigated the
association between 17 polymorphisms, in 9 candidate genes (DAT1, ADRA2A, 5-
HTT, HTR1B, TPH2, DBH, DRD4, COMT and SNAP25), and the response to
MPH. The sample comprised 165 adults with ADHD diagnosed according to DSM-
IV criteria. We also evaluated a sample of 136 alcohol dependents and 237 control
subjects, in an association study involving the HTR1B gene. The response to MPH
was assessed by both categorical and dimensional approaches through the
SNAP-1V sub-scales and the CGI-S scale, applied at the beginning and after the
30™ day of treatment. We detected a significant reduction in SNAP-IV total scores
during the follow-up period. According to the categorical definition of MPH
response, 83% of the patients were classified as responders and 17% were
classified as non-responders. Our results indicated that none of the investigated
variants showed significant effects on the MPH response. We interpret the
difficulty of identifying genetic variants involved in response to treatment as a
reflection of the clinical and etiological complexity of ADHD. For example, we did
not find association of the HTR1B gene with ADHD nor with treatment response to
MPH in our adult sample, but it was in fact associated with alcohol dependence.
However, this gene has previously shown positive results for association with

children ADHD in meta-analysis and also in a study with children of the same



population of the current work. More investigations with larger sample sizes will
be need to achieve greater success in pharmacogenetic studies involving the MPH
or other drugs used in the treatment of ADHD.

Key-words: ADHD, MPH, pharmacogenetics, alcohol dependence.
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1.1 Consideracdes Gerais

O Transtorno de Déficit de Atencdo/Hiperatividade (TDAH) é caracterizado
por um perfil comportamental decorrente de sintomas de desatencgdo, agitagéo
motora e impulsividade, que sdo mais frequentes e severos do que o observado e
esperado em individuos com nivel de desenvolvimento comparavel. E um dos
diagnésticos psiquiatricos infantis mais comuns e, embora inicialmente
reconhecido como um problema restrito a infancia, atualmente sabe-se que os
sintomas e 0s prejuizos associados ao transtorno podem persistir durante a vida
adulta. Estudos de meta-andlise apontam uma prevaléncia do transtorno de 5,3%
em criancas e adolescentes (Polanczyk e cols. 2007) e de 2,5% em adultos
(Simon e cols. 2009).

Apesar da existéncia de uma triade sintomatoldgica basica (desatencéao,
hiperatividade e impulsividade), os pacientes com TDAH formam um grupo
psiquiatrico bastante heterogéneo clinicamente o que se reflete, por exemplo, na
existéncia de diferentes subtipos do transtorno e na presenca de outras doencas
psiquiatricas associadas. Além disso, existe também uma grande variabilidade na
gravidade e persisténcia dos sintomas ao longo da vida e nas taxas de
prevaléncia do TDAH entre os sexos. Em conjunto, esses dados sugerem que o
TDAH € um fenotipo muito complexo, o que provavelmente é também indicativo
da presenca de heterogeneidade etiolégica. Isso significa que fatores genéticos e
ambientais diferentes devem atuar na manifestacdo das caracteristicas que
compdem os varios quadros clinicos do transtorno (Stergiakouli e Thapar, 2010;
Wallis, 2010; Wilens e Spencer, 2010; Purper-Ouakil e cols. 2011).

De fato, sabe-se que, ao longo do desenvolvimento, os sintomas do TDAH
tendem a diminuir, podendo haver remisséo total dos sintomas em algumas
criancas. Faraone e cols. (2006), em uma meta-analise de estudos longitudinais
gue seguiram criancas com TDAH até o inicio da vida adulta, encontraram uma
taxa de persisténcia de 15% quando considerado o diagnéstico completo e 40% a
60% quando os casos de TDAH em remisséo parcial foram incluidos. Publicacdes
mais recentes confirmam esses resultados, tanto para meninos quanto para

meninas com TDAH (Biederman e cols. 2010,p).
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Em conjunto, os estudos longitudinais indicam que, apesar da variabilidade
observada nas taxas de persisténcia, a maioria das criangas diagnosticadas com
TDAH continua a ter sintomas clinicamente significativos na vida adulta,
independentemente de preencherem os critérios completos para o diagnéstico
adulto (Faraone e cols. 2006; Biederman e cols. 2010,5; Kieling e Rohde, 2011).
As diferencas observadas parecem ser, em grande parte, devido a utilizacdo de
diferentes definicdes de persisténcia entre os estudos.

Embora ndo esteja totalmente esclarecido por que alguns casos de TDAH
persistem até a vida adulta, enquanto outros apresentam remissao dos sintomas,
alguns estudos tém sugerido possiveis preditores envolvidos na persisténcia do
diagnostico. Diversos fatores, como a presenca de comorbidades, a gravidade
dos sintomas do TDAH na infancia, a presenca de psicopatologias nos pais e
adversidades psicossociais, ja foram associados com a persisténcia do TDAH em
adultos (Lara e cols. 2009, Biederman e cols. 2011). Outros aspectos, 0s quais
poderiam dificultar a deteccdo dos sintomas, tais como a diminuicdo da
sensibilidade dos instrumentos diagnosticos na vida adulta e as mudancas
comportamentais/ambientais inerentes do avancar da idade também ja foram
discutidos por alguns autores (Biederman e cols. 2011). Ainda, considerando a
marcante heterogeneidade clinica do TDAH, é plausivel que uma vulnerabilidade
genética distinta possa estar atuando nos casos persistentes (Franke e cols.
2010).

O TDAH provoca um grande impacto negativo em diversas areas da vida
dos pacientes e seus familiares, que vai além do que poderia ser explicado pela
presenca concomitante de outros transtornos psiquiatricos (Garcia e cols., 2010).
Criancas e adultos com o transtorno apresentam problemas de auto-estima,
prejuizos académicos e de relacionamentos sociais, 0S quais estdo associados
com diversos desfechos, conforme os diferentes estagios do desenvolvimento.
Criancas e adolescentes, por exemplo, apresentam altas taxas de repeténcia,
suspensdes, expulsdes e abandono escolar, além de problemas de conduta,
delinqiiéncia, experimentacdo e abuso precoce de substancias psicoativas. Em

adultos, a presenca do TDAH estd associada com altas taxas de acidentes de
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transito, alta frequéncia de trocas de empregos e maiores taxas de separacoes e
divorcios (Kieling e Rohde, 2011).

1.2 Critérios Diagndsticos e Subtipos

Atualmente, existem dois sistemas classificatorios utilizados em psiquiatria:
a Classificacao Internacional de Doengas (CID-10), da Organizagdo Mundial da
Saude (OMS, 1993), e o Manual Diagnéstico e Estatistico dos Transtornos
Mentais (DSM-1V), da Associagdo Norte-Americana de Psiquiatria (APA, 1994).
Embora os dois sistemas utilizem nomenclaturas diferentes para o transtorno,
“Transtorno Hipercinético” na CID-10 e “Transtorno de Déficit de Atencao/
Hiperatividade” no DSM-1V, ambos apresentam uma lista muito similar de
sintomas para caracterizar a doenca (Kieling e Rohde, 2011).

De acordo com o DSM-IV (APA, 1994), sistema utilizado na maioria das
pesquisas cientificas, a sintomatologia do TDAH é subdividida nas areas de
desatencéo e hiperatividade-impulsividade (Tabela 1). Sdo critérios diagndsticos
para esse transtorno a presenca de seis ou mais sintomas em uma ou ambas as
areas, por no minimo seis meses, com caracterizacdo de prejuizo em funcao
destes sintomas em mais de um ambiente e inicio do prejuizo antes dos sete
anos de idade. Partindo dessa classificacdo, podem ser reconhecidos trés
subtipos clinicos do transtorno, conforme a presenca de um minimo de seis
sintomas em uma ou ambas as areas:. predominantemente desatento,
predominantemente hiperativo-impulsivo e combinado.

E importante ressaltar que sintomas isolados de desatencéo, hiperatividade
e impulsividade podem ser resultado de problemas nas relacbes familiares,
sociais e de sistemas educacionais ou ambientes de trabalho inapropriados. Da
mesma forma, a presenca de sintomas em apenas um ambiente, em casa, por
exemplo, pode estar refletindo um desajuste especifico do individuo a este
determinado ambiente. Portanto, o diagndstico do TDAH requer também que 0s
sintomas sejam contextualizados na histéria de vida do paciente. Além disso, até

0 momento, ndo existe um marcador biolégico suficientemente sensivel e
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especifico utilizado no processo diagnostico do transtorno, que é essencialmente
clinico (Kieling e Rohde, 2011).

Outro aspecto importante do diagndstico do TDAH esta relacionado com o
fato de que a descricdo dos sintomas, especialmente os de hiperatividade-
impulsividade, parece se ajustar melhor as criancas. No entanto, esses sintomas
devem ser interpretados e adaptados para o contexto da vida adulta. Em adultos,
a intensa hiperatividade motora da infancia, por exemplo, tende a converter-se em
uma sensacao subjetiva de inquietude. Alguns pacientes também podem escolher
trabalhos de intensa atividade, ou passar longas horas trabalhando, como uma
maneira de lidar com seus sintomas de hiperatividade (Adler, 2008; Kieling e
Rohde, 2011).

Com relacédo a prevaléncia dos subtipos, o combinado € o mais comum,
tanto em amostras de criancas quanto de adultos, seguido pelo
predominantemente desatento (Rohde, 2002; Grevet e cols. 2006; Wilens e
Spencer, 2010). Os pacientes do subtipo combinado apresentam uma taxa mais
elevada de comorbidades e maior gravidade. Alguns autores sugerem que 0O
subtipo combinado poderia simplesmente representar uma forma mais grave do
transtorno, ja que apresenta um numero maior de sintomas (Wilens e Spender,
2010).
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Tabela 1: Critérios diagndsticos do DSM-IV para o Transtorno de Déficit de
Atencao/ Hiperatividade (APA, 1994)

Critérios diagndsticos do DSM-IV para transtorno de déficit de atencao/hiperatividade (APA, 1994)

A. Ou (1) ou (2)
(1) Seis ou mais dos seguintes sintomas de desatengéo persistiram pelo periodo minimo de 6 meses, em grau mal
adaptativo e inconsistente com o nivel de desenvolvimento:
Desatencéo:
(a) Frequentemente néo presta atencao a detalhes ou comete erros por omissao em atividades escolares, de
trabalho ou outros
(b) Frequentemente tem dificuldades de manter a atencdo em tarefas ou atividades lidicas
(c) Frequentemente parece nao ouvir quando Ihe dirigem a palavra
(d) Frequentemente ndo segue instrugdes e nao termina seus deveres escolares, tarefas domésticas ou deveres
profissionais (n&o é devido a comportamento opositor ou incapacidade de entender as instrugdes).
(e) Frequentemente tem dificuldades para organizar tarefas e atividades
(f ) Frequentemente evita, reluta, detesta se envolver em tarefas que exijam esforgco mental continuo (como tarefas
escolares ou deveres de casa)
(g) Frequentemente perde coisas necessarias para tarefas ou atividades (p. ex., brinquedos, tarefas escolares, lapis,
livros ou outros materiais)
(h) Frequentemente é distraido por estimulos ambientais alheios a tarefa
(i) Frequentemente é esquecido em atividades diarias
(2) Seis ou mais dos seguintes sintomas de hiperatividade persistiram pelo periodo minimo de 6 meses, em grau mal
adaptativo e inconsistente com o nivel de desenvolvimento:
Hiperatividade:
(a) Frequentemente agita as maos ou 0s pés ou se remexe na cadeira
(b) Frequentemente abandona sua cadeira em sala de aula ou em situacfes nas quais se espera que permaneca
sentado
(c) Frequentemente corre ou escala em demasia em situagdes improprias (em adolescentes ou adultos pode ser
apenas sensagoes subjetivas de inquietude)
(d) Frequentemente tem dificuldades de brincar ou se envolver silenciosamente em atividades de lazer
(e) Frequentemente esta "a mil* ou muitas vezes age como se estivesse "a todo vapor"
(f ) Frequentemente fala em demasia
Impulsividade
(g) Frequentemente da respostas precipitadas antes das perguntas terem sido completamente formuladas
(h) Frequentemente tem dificuldades de esperar a sua vez
(i) Frequentemente interrompe ou se intromete em assuntos alheios (p.ex., em conversas ou brincadeiras)
B. Alguns sintomas de hiperatividade/impulsividade ou desaten¢do causadores de comprometimento estavam presentes antes
dos sete anos de idade.
C. Algum comprometimento causado pelos sintomas esta presente em dois ou mais contextos (p.ex., ha escola e em casa).
D. Deve haver claras evidéncias de comprometimento clinicamente importante no funcionamento social, académico ou
oposicional.
E. Os sintomas nédo ocorrem exclusivamente durante o curso de um transtorno global do desenvolvimento, es quizofrenia ou
outro transtorno psicético, nem s&o melhor explicados por outro transtorno mental (p.ex., transtorno do humor, transtorno de
ansiedade, transtorno dissociativo ou transtorno de personalidade).

Codificar com base no tipo:
314.00 Transtorno de déficit de atengao/hiperatividade, tipo combinado: se tanto o critério A1 quanto o critério A2 sdo
satisfeitos durante os Ultimos seis meses.
314.01 Transtorno de déficit de atencéo/hiperatividade, tipo predominantemente desatento: se o critério A1é
satisfeito, mas o Critério A2 n&o é satisfeito durante os Ultimos seis meses
314.02 Transtorno de déficit de atencdo/hiperatividade, tipo predominantemente hiperativo/impulsivo: se o critério
A2 é satisfeito, mas o critério A1 ndo é satisfeito durante os Ultimos seis meses.
Nota para codificagdo: Para individuos (em especial adolescentes e adultos) que atualmente apresentam sintomas que
ndo mais satisfazem todos os critérios, especificar "em remissé&o parcial".
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1.3 Comorbidades

Uma proporgdo significativa dos pacientes com TDAH apresenta
comorbidades psiquiatricas associadas, que parecem influenciar negativamente o
prognéstico do paciente e exacerbar os desfechos negativos (Wilens e Spender,
2010; Kieling e Rohde, 2011). De forma geral, pacientes com TDAH apresentam
altas taxas de transtorno de conduta (TC), transtorno opositor desafiante (TOD),
transtorno de personalidade antisocial (TPAS), transtornos de humor e ansiedade
e transtornos por uso de substancias psicoativas (TUSP). Em criancas o0s
transtornos disruptivos do comportamento (TC e TOD) sdo mais prevalentes,
estando presentes em torno de 40% a 50% dos casos (Rohde e cols. 1999;
Biederman e cols. 2004). Ja em adultos, os transtornos de humor e de ansiedade
sdo mais frequentes, sendo encontrados em aproximadamente 40% e 50% dos
casos, respectivamente (Biederman, 2004; Grevet e cols. 2006; Newcorn 2008).

Interessantemente, essa diferenca na prevaléncia das comorbidades
observadas entre criancas e adultos com TDAH parece enquadrar-se num
contexto de desenvolvimento do transtorno ao longo da vida. Sabe-se que na
infancia o TDAH é aproximadamente duas vezes mais comum em meninos do que
em meninas, assim como é sabido que os transtornos disruptivos do
comportamento sdo mais frequentes no sexo masculino (Polanczyk e Jensen,
2008). Assim, a presenca desses transtornos em meninos com TDAH os torna
mais “salientes”, fazendo com que eles sejam mais comumente encaminhados ao
tratamento e mais facilmente diagnosticados. Ao contrario, as meninas com TDAH
apresentam predominio dos sintomas de desatencao, causando menos incémodo
as familias e a escola e sendo, portanto, menos encaminhadas ao tratamento
(Rohde e Halpern, 2004; Biederman e cols. 2004; Stergiakouli e Thapar, 2010). Ja
na vida adulta, acredita-se que as proprias mulheres com TDAH tendem a buscar
tratamento, o que, consequentemente, acaba refletindo em uma distribuicdo mais
balanceada entre os sexos (Biederman e cols. 2004). Portanto, considerando que
os transtornos de humor e ansiedade s&o mais frequentes no sexo feminino
(Kessler 2003, 2005), a frequéncia dessas comorbidades aumenta nas amostras

de pacientes adultos com TDAH. Além disso, também é sugerido que 0s prejuizos
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causados pela presenca dos transtornos de humor em mulheres com TDAH
sejam um fator preditivo importante da busca de tratamento (Fischer e cols.
2007). No entanto, embora essas relacbes ajudem a explicar a diferenca de
afetados quanto ao sexo entre criancas e adultos com TDAH, ainda n&o é
possivel esclarecer totalmente quais mecanismos estdo atuando na formacao dos

diferentes perfis de comorbidades entre 0s sexos.

1.3.1 Transtornos por Uso de Substancias Psicoativas (TUSP)

O TDAH, especialmente quando associado aos transtornos disruptivos do
comportamento, é um fator de risco importante para o desenvolvimento de TUSP
(Szobot e Bukstein, 2008; Huizink e cols. 2009; Langley e cols. 2010; Wilens e
Morrison, 2011; Charach e cols. 2011; Lee e cols. 2011). Estudos que investigam
a prevaléncia de transtornos psiquiatricos em grupos de usuarios de substancias
psicoativas tém indicado que 25% dos adultos e 50% dos adolescentes com
TUSP séao diagnosticados com TDAH. Além disso, o TDAH também esta
associado com um inicio mais precoce e maior gravidade do TUSP (Wilens e
Morrison, 2011). Dados de um estudo de meta-andlise recente, que incluiu 27
estudos, indicam que o diagnéstico de TDAH na infancia é um forte preditor do
desenvolvimento de abuso ou dependéncia de drogas licitas (nicotina e alcool) e
ilicitas (maconha, cocaina e outras nado-especificadas) na adolescéncia e vida
adulta. Fortalecendo esses achados, os dados da meta-analise também mostram
gue essas associacbfes sdo em grande parte independentes dos fatores
demograficos e metodoldgicos que variam entre os estudos (Lee e cols. 2011).
Esses resultados tém implicacBes importantes no manejo dos pacientes com
TDAH, visto que existem evidéncias de que o tratamento precoce dos pacientes
pode retardar ou reduzir o desenvolvimento de TUSP na adolescéncia (Wilens e
Morrison, 2011).

Uma das hipéteses propostas para explicar a forte associagdo entre o
TDAH e o desenvolvimento de TUSP é a da automedicagdo. De acordo com essa

idéia, os pacientes com TDAH usariam substancias psicoativas para minimizar
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déficits atencionais e alteracdes de humor, além de induzir o sono (Wilens e cols.
2007). Essa hipdtese tem sido principalmente evocada para o uso de nicotina
(Gehricke e cols. 2009), pois diversos estudos tém demonstrado que essa
substancia, pelas suas propriedades de estimulante do sistema nervoso central,
melhora aspectos do desempenho cognitivo em individuos com e sem o
diagnéstico de TDAH (Levin e cols. 1998; Levin e Rezvani, 2000; Bekker e cols.
2005; Poltavski e Petros, 2006; Potter e cols. 2006).

Um segundo mecanismo proposto para explicar essas associacdes esta
relacionado com o modelo de desinibicAo comportamental. De acordo com essa
hip6tese, o TDAH e o TUSP, juntamente com os transtornos disruptivos do
comportamento (TC, TOD e TPAS), fariam parte de um espectro de
comportamentos e patologias que compartilham uma via de susceptibilidade, que
reflete numa tendéncia a desinibicdo comportamental (lacono e cols. 2008; Young
e cols. 2009). O conceito de desinibicdo comportamental compreende o déficit na
habilidade de inibir agcbes que visam a gratificacdo imediata, mesmo que estas
possam levar a consequéncias negativas a meédio e longo prazo (Young e cols.
2009). Nesse contexto, o aparecimento do TUSP seria um dos desfechos de uma
cascata de desinibicdo comportamental que inicia na infancia e engloba tracos
especificos de personalidade, tais como extroversdo, impulsividade e busca de
novidades, e alguns transtornos, como o TDAH, o TC e o TOD. Esse conjunto de
comportamentos seria interligado pela presenca de fatores de risco comuns, tanto
genéticos quanto ambientais. Ao longo do desenvolvimento, novos fatores
poderiam modelar a expressdo desses fendtipos, o que explicaria por que,
mesmo dentro de uma via de susceptibilidade comum, nem todos os individuos
vulneraveis apresentam o mesmo desfecho (lacono e cols. 2008).

E importante ressaltar ainda que os modelos de automedicacdo e de
desinibicdo comportamental, propostos para explicar a associacdo entre o TDAH
e o TUSP, ndo sdao mutuamente excludentes. Estudos do nosso grupo em
pacientes adultos com TDAH, inclusive, corroboram ambas as hipoteses. Em um
primeiro estudo, foi demonstrado uma associagédo entre o uso de nicotina e pior
desempenho no subteste cubos da Escala Wechsler de inteligéncia para adultos

(WAIS-R), o que poderia ser compreendido como uma forma de automedicacao
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desses pacientes para suas dificuldades cognitivas (Kalil e cols. 2008). Uma
segunda avaliacdo, que comparou pacientes usuarios e ndo usuarios de nicotina,
observou uma maior frequéncia de TUSP e de TPAS nos pacientes usuarios de
nicotina. Além disso, 0 uso de nicotina também se mostrou associado com
escores elevados de procura de novidades e baixos de evitagdo de dano (Sousa
e cols. 2011). Esse segundo conjunto de resultados, portanto, favorece o modelo
de desinibicdo comportamental.

1.4 Fisiopatologia e Etiologia

Evidéncias numerosas confirmam uma base neurobiologica para o TDAH.
Dados convergentes de estudos de neuroimagem, neuropsicologicos e genéticos
indicam que diversas anormalidades estruturais e funcionais, de regides
encefélicas especificas, estdo envolvidas no desenvolvimento do transtorno. E
consenso também que, provavelmente, multiplas vias causais estejam atuando no
aparecimento dos diferentes quadros clinicos do TDAH, juntamente com diversos
fatores mediadores e moderadores da expressdo dos sintomas e déficits
associados ao transtorno. Portanto, o TDAH é claramente um transtorno mental
de etiologia multifatorial, causado pela confluéncia de muitos fatores de risco,
tanto genéticos como ambientais (Tripp e Wickens, 2009; Makris e cols. 2009;
Curatolo e cols. 2010; Purper-Ouakil e cols. 2011).

1.4.1 Estudos de Neuroimagem

As regibes cerebrais que tém sido apontadas pelos estudos de
neuroimagem incluem os cortices frontal e parietal, os nucleos da base, o
cerebelo, o hipocampo e o corpo caloso (Purper-Ouakil e cols. 2011). Nesse
sentido, os achados estruturais tém demonstrado que, em pacientes com TDAH,
essas regidbes podem apresentar alteracbes estruturais detectaveis, que

acarretam em prejuizo funcional. Entre as alteracdes morfologicas, os achados
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mais consistentes indicam que o cortex pré-frontal (responsavel por funcdes
cognitivas complexas) apresenta perda de substancia cinzenta e assimetria entre
cortices direito e esquerdo; os nucleos da base (responséaveis pelo controle motor)
apresentam volume diminuido e também perda de simetria; e o cerebelo
(responséavel, entre outras, pelo controle da coordenacdo motora) apresenta
reducdo global de volume (Tripp e Wickens, 2009; Curatolo e cols. 2010). Além
disso, também existem fortes evidéncias de que pacientes com TDAH
apresentam uma reducédo do tamanho global do cérebro (Tripp e Wickens, 2009).

Os estudos de neuroimagem funcionais, que avaliam o grau de ativacao
cerebral associado a testes neuropsicolégicos, corroboram os achados
estruturais, demonstrando que pacientes com TDAH apresentam uma diminuicao
na atividade de circuitos neuronais relacionados com as regides cerebrais citadas
acima (Makris e cols., 2009; Purper-Ouakil e cols. 2011). Por exemplo, Rubia e
cols. (2010), em um estudo de ressonancia magnética funcional, observaram que
criancas com TDAH, quando comparadas com criancas sem a doencga,
apresentavam uma menor ativacdo de areas especificas do cortex pré-frontal,
durante testes de controle inibitorio.

Um grupo de pesquisadores tem sugerido que criancas e adolescentes
com TDAH apresentam um atraso na maturacdao do cortex, especialmente das
regides pré-frontais (Shaw e cols. 2007; 2011). Em um primeiro estudo, esses
autores compararam 824 imagens de ressonancia magnética de cérebros de 223
criancas com TDAH e 223 criangas sem a doenca. Os resultados indicaram que o
padrdo de desenvolvimento cerebral das criancas com TDAH era semelhante ao
das criancas sem a doenca, porém o desenvolvimento diferiu no tempo. Dessa
forma, sugere-se que o transtorno possa estar mais relacionado a um atraso no
desenvolvimento do que a um desvio nesse processo (Shaw e cols. 2007). Em
um segundo estudo, utilizando a mesma abordagem e metodologia do estudo
anterior, os autores compararam o padrdo de desenvolvimento cerebral de
criancas com TDAH e criangas sem a doenca, porém desta vez com avaliacéo
para sintomas de hiperatividade e impulsividade. Os resultados desse estudo
continuam apontando um atraso maior na maturacdo do cortex das criangas com

TDAH, porém também indicam que as criangas sem o diagnodstico, mas com
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sintomas do transtorno, exibem o mesmo padréo de atraso no desenvolvimento,
que estd relacionado com a gravidade de sintomas de hiperatividade e
impulsividade. Esses achados, em conjunto, evidenciam a importancia de
compreender o TDAH também através de uma perspectiva dimensional (Shaw e
cols. 2011).

Mais recentemente, o avango das técnicas de neuroimagem tem
possibilitado uma melhor integracdo dos achados estruturais e funcionais. Nesse
contexto, duas ferramentas de estudo, a ressonancia magnética funcional em
estado de repouso (resting fMRI) e a técnica de imagem por tensor de difusédo
(DTI), tém possibilitado avaliar a conexéo entre os diferentes circuitos neuronais
implicados na fisiopatologia do TDAH, tanto do ponto de vista funcional quanto
anatdbmico. A hipdtese levantada por essas investigacdes é de que disfuncdes
dentro de circuitos neuronais especificos, ou entre eles, podem levar a uma
disfuncdo neuronal mais abrangente. Além disso, supbe-se que possiveis
alteracoes nas conexfes entre o0s circuitos poderiam estar igualmente e
independentemente associadas ao transtorno. Os achados iniciais indicam
alteracoes anatdmicas e funcionais na conexdo neuronal de pacientes com
TDAH. Coletivamente, esses resultados sugerem que os sintomas nucleares do
transtorno podem ser derivados de uma desregulacdo da plasticidade cortical
durante o desenvolvimento cerebral, resultando em padrbes de conexdes
alterados (Konrad e Eickhof, 2010; Liston e cols. 2011).

1.4.2 Estudos Neuropsicologicos

Alteracbes neuropsicolégicas sdo um componente importante do TDAH,
tanto na infancia e adolescéncia quanto na vida adulta. Diversos estudos tém
mostrado claramente que individuos com TDAH apresentam prejuizos marcantes
em diversos dominios de funcdo executiva, principalmente os de controle
inibitério, vigilancia, memdéria de trabalho e planejamento. Além disso, déficits de

dominio motivacionais também tém sido observados em individuos com TDAH,

27



em especial dificuldades em lidar com situa¢cdes que implicam em recompensas
tardias (Sonuga-Barke e cols. 2008; Tripp e Wickens, 2009).

Diante dessas observacoes, dois modelos principais foram propostos para
explicar os déficits cognitivos e comportamentais observados no TDAH. O
primeiro modelo, desenvolvido por Barkley (1997), enfatiza o papel da disfuncao
executiva secundariamente a um controle inibitério deficiente, resultante de
alteracBes no circuito frontal-estriatal. J& de acordo com o segundo modelo, 0s
prejuizos neuropsicolégicos do TDAH estariam mais relacionados com as falhas
na sinalizagdo de recompensas tardias, sendo estas secundarias aos déficits nos
processos motivacionais relacionados ao circuito frontal ventral, ao estriado e as
ramificagcbes mesolimbicas (Sonuga-Barke, 2005).

De fato, o que tem sido observado € que tanto os déficits de sinalizacao da
recompensa tardia quanto os déficits executivos baseados no controle inibitério
compartilham elementos comuns. Além disso, ambos o0s modelos sao
considerados insuficientes e simplistas, principalmente se considerado a grande
heterogeneidade na apresentacéo clinica do TDAH que resulta na complexidade
neuropsicolégica. Portanto, fica evidente a impossibilidade de adocdo de um
unico modelo. Nesse sentido, tendo em mente a etiologia multifatorial do
transtorno, é provavel que disfuncbes em diversos circuitos neuronais,
isoladamente ou em conjunto, estejam atuando para a formacdo de déficits
neuropsicolégicos especificos (Sonuga-Barke e cols. 2008; Louza Neto, 2010).

No TDAH, déficits neuropsicologicos, especialmente os de funcao
executiva, tém sido propostos como endofendétipos candidatos (Rommelse e cols.
2008; Kebir e Joober, 2011). Na genética psiquiatrica, esse termo é usado para
caracteristicas que seriam fendtipos intermediarios entre o efeito do gene e o
transtorno mental propriamente dito. Eles podem ser definidos como tracos
intermediarios em uma cadeia de causalidade com origens genéticas, tendo por

desfecho um transtorno multifatorial (Gottesman e Gould, 2003).

28



1.4.3 Sistemas de Neurotransmissao

A heterogeneidade nas manifesta¢fes clinicas do TDAH, em conjunto com
a variabilidade dos achados de neuroimagem e neuropsicoldgicos, certamente
reflete uma grande complexidade de alteracdes em diferentes sistemas de
neurotransmissao. Evidéncias atuais apdiam o envolvimento dos sistemas
catecolaminérgico e serotoninérgico no TDAH, embora pareca razoavel supor que
outros sistemas possam também estar envolvidos e, muito provavelmente,
interagindo para a manifestacdo de um fenotipo final.

As catecolaminas, dopamina e noradrenalina, foram primeiramente
implicadas no TDAH, visto que as teorias iniciais da fisiopatologia sugeriam que
0s sintomas desse transtorno seriam decorrentes de uma disfuncéo fronto-
limbica, resultante de uma hipofuncdo dopaminérgica nessas regides. Essa teoria
foi em grande parte fortalecida pelas observacdes de que o metilfenidato (MPH),
principal agente farmacologico usado no tratamento dos pacientes com TDAH,
age principalmente nos sistemas de neurotransmissdo dopaminérgico e
noradrenérgico (Biederman e Spencer, 1999). Posteriormente, novas evidéncias
tém favorecido e confirmado um papel importante desses neurotransmissores na
fisiopatologia do TDAH (Arnsten e Li, 2005; Prince, 2008). O cértex pré-frontal é
uma das regibes cerebrais essenciais no entendimento de inUmeras
caracteristicas clinicas do TDAH e, dentro deste contexto, sabe-se que a
dopamina e a noradrenalina exercem uma funcdo moduladora crucial. Além disso,
a acao de outros farmacos também eficazes no controle dos sintomas do
transtorno, tais como a atomoxetina e a clonidina, exercem seus efeitos
primeiramente pela acdo na transmissao catecolaminérgica (Arnsten, 2009).

Evidéncias provenientes de diferentes abordagens indicam que
mecanismos serotoninérgicos também contribuem para a fisiopatologia do TDAH
(Quist e Kennedy, 2001). As primeiras hipéteses surgiram a partir da observacao
da influéncia da serotonina em patologias que também sdo caracterizadas por
déficits na inibicdo comportamental, como o TUSP, o TC e o TPAS. A participagéo
da transmissdo serotoninérgica nesses comportamentos € bem estabelecida na

literatura (Nordquist e Oreland, 2010). Além disso, axdnios serotoninérgicos
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ramificam-se para regides encefélicas que desempenham fun¢des relacionadas
com alguns sintomas do TDAH, tais como dominio da cognicdo e controle motor
(Owens e Nemeroff, 1994). Por fim, evidéncias farmacoldgicas também apontam
para o envolvimento serotoninérgico no TDAH, uma vez que os inibidores
seletivos da recaptacdo da serotonina se mostram benéficos no tratamento de

alguns pacientes com esse transtorno (Tandon e Pruett, 2008).

1.4.4 Fatores Ambientais

Quanto aos fatores ambientais, muito estudos ja foram desenvolvidos para
gue se verificasse a participacdo de diversos componentes na predisposicdo ao
TDAH. Associacdes com fatores pré-, peri- e pos-natais, tais como uso de alcool e
nicotina pela méae durante a gestacdo, baixo peso ao nascer, adversidades
psicossociais e ma-nutricdo, ja foram relatadas (Curatolo e cols. 2010;
Stergiakouli e Thapar, 2010; Purper-Ouakil, 2011).

No entanto, cabe ressaltar que a maioria dos estudos sobre possiveis
agentes ambientais apenas evidenciaram uma associacdo destes fatores com o
TDAH, ndo sendo possivel estabelecer uma relacéo direta de causa e efeito entre
eles. De fato, tem sido sugerido que fatores genéticos podem estar influenciando
e confundindo os achados ambientais. Por exemplo, Thapar e cols. (2009), em
um estudo conduzido com criancas concebidas através de técnicas de fertilizacédo
in vitro, avaliaram o risco de desenvolvimento de TDAH associado com o uso de
nicotina materno durante a gestacao. A hipotese levantada por esses autores é de
gue se o tabagismo materno durante a gravidez for um fator de risco verdadeiro
para o TDAH, a associacdo serd observada independentemente de mae e filhos
serem geneticamente relacionados. Os dados obtidos de 815 familias indicaram
uma associacdo entre o tabagismo na gravidez e baixo peso ao nhascer,
independente de a made e o filho serem geneticamente relacionados,
demonstrando um efeito de risco real. No entanto, para os sintomas de TDAH, a

magnitude da associacao foi significativamente maior quando mée e filho eram
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geneticamente relacionados, sugerindo efeitos hereditarios na associacéo entre o
tabagismo materno e o risco de desenvolvimento do TDAH.

Além disso, 0s agentes psicossociais associados com o desenvolvimento
do TDAH parecem atuar mais como preditores universais do funcionamento
adaptativo e emocional das criangas em geral, do que como preditores
especificos do TDAH. Dessa forma, eles podem ser considerados como gatilhos
nao especificos de uma predisposicao latente ou como modificadores do curso da
doenca (Biederman, 2005).

1.4.5 Fatores Genéticos

Ha na literatura um acumulo de evidéncias provenientes de estudos
familiares, com gémeos e adotados, mostrando que a contribuicdo genética no
TDAH é substancial (Stergiakouli e Thapar, 2010; Purper-Ouakil e cols., 2011).
Faraone e cols. (2005), revisando 20 estudos com gémeos, estimaram uma
herdabilidade de 76% para o transtorno. Outros estudos, no entanto, tém sugerido
gue a herdabilidade do transtorno em adultos seria significativamente mais baixa
do que a demonstrada para criancas, sendo estimada em torno de 30% a 40%
(Schultz e cols. 2006; van den Berg e cols. 2006; Boomsma e cols. 2010).

Essa discrepancia de resultados gera discussfes importantes. Revisfes
recentes do TDAH em adultos tém sugerido que os relatos de herdabilidade mais
baixos podem ser devido, em grande parte, a diferencas metodoldgicas na
avaliacdo dos sintomas do transtorno; os estudos em adultos envolvem o uso de
escalas de auto-avaliacdo, enquanto que em criancas as avaliacdes geralmente
contam com mais de um observador (pais e professores, por exemplo) (Kooij e
cols. 2010; International Multicentre persistent ADHD CollaboraTion —IMpACT
2011, no prelo). Dados recentes, ainda em fase de preparacdo, estimam uma
herdabilidade em adultos de 80%, quando os sintomas do transtorno sao
avaliados através de um indice composto pelas escalas de auto-avaliagdo e

avaliacao pelos pais (IMpACT, comunicacéo pessoal).
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Apesar dessa discussdo em torno dos valores estimados de herdabilidade
para o TDAH, é indiscutivel a participacdo de fatores genéticos no transtorno,
tanto em criangas quanto em adultos. Diante disso, diferentes ferramentas de
estudos moleculares, como estudos de ligacdo, de associacdo e estudos de
varredura genbmica, tém sido empregadas h& bastante tempo na busca pelos
genes envolvidos no desenvolvimento do TDAH.

As abordagens classicas de associacdo baseiam-se na investigacdo de
genes candidatos, definidos a priori por hip6teses neurobioldgicas. Nesse
contexto, 0s genes codificadores dos componentes dos sistemas de
neurotransmissédo tém sido o foco principal. De fato, o candidato inicial dos
estudos de associagdo no TDAH foi 0 gene da proteina transportadora de
dopamina (SLC6A3/ DAT1), visto que essa proteina € um dos alvos principais do
MPH. No entanto, rapidamente outros genes foram sendo incluidos nos estudos
de associacdo do TDAH e dezenas de genes ja foram investigadas (Louza Neto,
2010).

Os resultados mais consistentes, oriundos de estudos de meta-analise,
apontam resultados significativos para o gene do receptor D4 de dopamina
(DRD4), do receptor D5 (DRD5), da proteina transportadora de dopamina
(SLC6A3/ DAT1), da proteina transportadora de serotonina (SLC6A4/ 5-HTT), do
receptor 1B de serotonina (HTR1B) e da proteina associada ao sinaptossoma de
25 kDa (SNAP25) (Gizer e cols., 2009; Faraone e Mick, 2010; Stergiakouli e
Thapar, 2010; Purper-Ouakil e cols., 2011). No entanto, cabe ressaltar que varios
dos genes analisados na meta-analise conduzida por Gizer e cols. (2009),
incluindo alguns com resultados positivos de associacdo, apresentaram
evidéncias de heterogeneidade significativa entre os estudos. Esses resultados,
portanto, indicam a existéncia de outras variaveis que podem estar influenciando
essas associacfes, tais como aspectos metodologicos dos estudos ou
caracteristicas clinicas dos individuos com TDAH. Fica evidente a necessidade de
gue esses genes sejam melhor investigados, principalmente no que diz respeito a
elucidacéo de possiveis variaveis mediadores ou moderadoras das associagoes.

O uso das varreduras gendmicas para identificacdo de locos possivelmente

implicados no TDAH vem ganhando espaco consideravel na literatura, o que se
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deve em parte a um avanco continuo das técnicas de genotipagem em larga
escala. Duas abordagens séo utilizadas: as varreduras genodmicas de ligacao, que
investigam a co-segregacao de centenas ou milhares de regides cromossdmicas
com a doenca em familias de afetados, e as de associacao, que utilizam casos e
controles na investigacao de milhares ou milh6es de polimorfismos de base Unica
(SNPs). Embora ambas as ferramentas tenham sido empregadas no TDAH, as
varreduras de ligacdo sdo predominantemente mais adequadas para detectar
fatores genéticos de efeitos maiores. De fato, os resultados para esses estudos
tém evidenciado que ndo ha genes de grande efeito contribuindo para o TDAH
(Stergiakouli e Thapar, 2010; Purper-Ouakil e cols., 2011).

Da mesma forma, os estudos de varredura gendmica de associacdo nao
tém encontrado associacfes robustas que permanecam significativas apds a
correcao para multiplos testes (Neale e cols. 2010; Mick e cols. 2010; Stergiakouli
e Thapar, 2010; Purper-Ouakil e cols., 2011). Entretanto, esses estudos tém
sugerido novos locos candidatos e, nesse sentido, o gene CDH13 é um dos
resultados mais interessantes, visto que € o unico loco com sobreposicdo entre 0s
diferentes estudos de varredura de associacdo (Stergiakouli e Thapar, 2010;
Purper-Ouakil e cols., 2011). Além disso, esse gene estd contido na regido
cromossOmica 16q, que € o sinal de ligacdo mais consistentemente apontado
pelos estudos de varredura de ligacdo (Zhou e cols. 2008). O gene CDH13
codifica uma molécula de adesdo celular que também ¢é reguladora do
crescimento das células neuronais (Stergiakouli e Thapar, 2010). Outros locos
candidatos que tém sido sugeridos por esses estudos incluem genes envolvidos
em sistemas de comunicacdo célula-célula, de divisdo celular, adesédo celular
(especialmente via caderinas e integrinas), de migracdo e plasticidade neuronal
(Franke e cols. 2009). Resultados recentes de um estudo que utilizou ferramentas
de bioinformatica para integrar os resultados das varreduras genémicas indicam
gue mais de 50% dos principais genes apontados por esses estudos enquadram-
se em uma rede de neurodesenvolvimento envolvida no crescimento de neuritos
(Poelmans e cols. 2011).

Ainda na busca dos componentes genéticos do TDAH, outras estratégias

também tém sido empregadas, como, por exemplo, a investigacdo do efeito de
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variantes raras no transtorno. A hipotese de “Doencas Comuns, Variantes Raras”
propde que uma proporcao significativa da susceptibilidade genética as doencas
comuns possa ser devido a soma de efeitos independentes de uma série de
variantes de baixa frequéncia, em diferentes genes, cada uma conferindo um
risco moderado a doenca. Além disso, a hipdtese engloba a premissa de que
estas variantes serdo provavelmente populacdes-especificas devido aos efeitos
populacionais (efeito fundador e deriva genética) (Bodmer e Bonilla, 2008; Schork
e cols. 2009). No que diz respeito ao estudo de variantes raras no TDAH, eles
ainda sdo muito escassos e, até o momento, restringiram-se a andlise de
variantes no gene DRD4. Em um primeiro estudo, Grady e cols. (2003)
observaram um excesso de variantes raras, dentro de um polimorfismo de
numero variavel de repeticdes (VNTR) no éxon 3 do gene, nos probandos com
TDAH. Posteriormente, ao avaliarem uma amostra de criancas autistas, 0s
autores demonstraram que as variantes raras encontradas na regido eram TDAH-
especificas (Grady e cols. 2005). Estes achados sugeriram que a
heterogeneidade alélica poderia estar contribuindo para a associacdo do gene
DRD4 com o TDAH. Motivado por esses achados iniciais, um estudo recente em
criancas com TDAH da nossa populagédo, ao avaliar a mesma regidao do gene,
também observou um excesso de variantes raras em pacientes com TDAH,
guando comparados com controles (Tovo-Rodrigues e cols. 2011). Esses
resultados, portanto, sugerem que variantes raras também podem estar atuando
na predisposicdo genética ao TDAH.

Tendo em vista a marcante heterogeneidade dos transtornos mentais, e
considerando que fatores genéticos compartilhados estdo provavelmente
envolvidos na manifestacdo do TDAH e dos transtornos por uso de substancia,
Nnosso grupo tem realizado pesquisas nessa area, investigando a heterogeneidade
clinica e genética desses transtornos. Alguns fatores genéticos de
susceptibilidade ao TDAH tém se mostrado também importantes na dependéncia
de alcool e no uso de nicotina em individuos da nossa populacéo, corroborando o
modelo da cascata de desinibicdo comportamental mencionado anteriormente
(Marques e cols. 2006; Contini e cols. 2006; Freire e cols. 2006; Prestes e cols.
2007; Polina e cols. 2009).
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Nossa abordagem de estudo tem evidenciado alguns resultados
particularmente interessantes, como para os genes do receptor alfa-adrenérgico
2A (ADRA2A) e da enzima monoamino oxidase A (MAOA). Em relacdo ao
ADRA2A observamos uma associacao direta de um polimorfismo do gene (C-
1291G - rs1800544) com o tabagismo (Prestes e cols. 2007). Posteriormente, um
haplétipo contendo o mesmo polimorfismo genético, quando investigado nos
pacientes com TDAH, mostrou-se associado com escores mais baixos na
dimensdo de temperamento evitagcdo de dano e mais elevados em procura de
novidades (Cerqueira e cols. 2010), perfil compativel tanto com o uso de
substancias como também com o TDAH (Salgado e cols., 2009). Da mesma
forma, para o gene MAOA, verificamos uma associacdo do alelo de baixa
atividade do polimorfismo MAOA-uVNTR com dependéncia de alcool (Contini e
cols., 2006) e com escores mais baixos de quociente de inteligéncia (QIl) estimado
em adultos com TDAH (Contini e cols. 2011, em preparagéo).

Tendo em conta que os genes ADRA2A e MAOA apresentam
heterogeneidade significativa na meta-analise de estudos de associacao do TDAH
(Gizer e cols. 2009), nosso conjunto de resultados fornece evidéncias de que
variagdes no temperamento e na cognicao podem explicar o papel aparentemente
erratico de determinados genes no TDAH. Da mesma forma, sdo consistentes
com a etiologia multifatorial dos transtornos psiquiatricos, onde o efeito de cada
gene envolvido, mesmo dentro de uma via de susceptibilidade comum, depende
da presenca de outros fatores, que interagem entre si na formacédo de patologias

diferentes, como o TDAH e os transtornos por uso de substancias.

1.5 Tratamento

O tratamento do TDAH exige uma abordagem ampla, englobando aspectos
emocionais e sociais, Vvisto que esse transtorno apresenta inUmeros problemas
associados em diferentes areas da vida dos pacientes. Nesse sentido, duas
estratégias sdo possiveis, as intervenc¢des psicossociais e as farmacologicas,

sendo que preferencialmente o tratamento deve envolvé-las conjuntamente.
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No éambito das intervencdes psicossociais o passo fundamental é
educacional, onde os pacientes e familiares devem receber informagdes claras e
precisas sobre o transtorno. Na infancia, intervengcées no ambiente escolar séo
muito importantes, e devem ter como foco o desempenho escolar. Psicoterapias
individualizadas de apoio sdo também indicadas, especialmente para abordagem
das comorbidades e outros sintomas que comumente acompanham o TDAH, tais
como baixa auto-estima, dificuldades de controle de impulsos e capacidades
sociais pobres (Rohde e cols. 2000, Louza Neto, 2010). Em adultos, o foco das
intervencBes psicoterapicas visa a aceitacdo da doenca, e os problemas mais
comumente abordados com esses pacientes sdo a auto-estima, as relacdes
conjugais, as dificuldades no trabalho e nas atividades académicas. Abordagens
gue dao énfase a solucédo de problemas no trabalho sédo de grande valia, pois
geralmente adultos com TDAH apresentam grandes dificuldades de organizar o
seu tempo, dar prioridade a trabalhos em ordem hierarquica e iniciar e terminar as
suas tarefas, o que resulta, muitas vezes, em acumulo de trabalhos inacabados
ao longo do dia (Grevet e cols. 2003; Louza Neto, 2010).

Embora tenha se observado que as abordagens psicoterapicas apresentam
resultados positivos no manejo dos pacientes com TDAH, é consenso na literatura
gue a intervencdo farmacologica € essencial para o tratamento (Wigal, 2009;
Kaplan e Newcorn, 2011; Castells e cols. 2011). Entre os agentes farmacoldgicos
disponiveis, os estimulantes sdo a medicacdo de primeira escolha e inUmeros
ensaios clinicos tém demonstrado a eficacia desses agentes na reducdo dos
sintomas nucleares do TDAH, tanto em criancas e adolescentes quanto em
adultos. Além disso, tem sido observado que os estimulantes também apresentam
efeitos positivos em outros aspectos relacionados com o transtorno, tais como na
produtividade académica, nos relacionamentos familiares e sociais e em
comportamentos disruptivos (Kaplan e Newcorn, 2011). A primeira descricdo
cientifica da eficacia dos estimulantes no tratamento de criancas com problemas
comportamentais (que mais tarde seriam reconhecidos como sintomas do TDAH)
data de 1937 (Bradley, 1937).

Dois agentes estimulantes estdo disponiveis para o tratamento do TDAH,

as anfetaminas (AMP) e o metilfenidato (MPH), que podem ser encontrados em
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diferentes formulacdes. No Brasil, até muito recentemente o Unico estimulante
aprovado era o MPH, que atualmente estd4 disponivel nas formulacdes de
liberacdo imediata (Ritalina®) e de liberagdo prolongada (Concerta® e Ritalina
LA®). No inicio deste ano, a Shire farmacéutica lancou no mercado o primeiro
pré-farmaco de acdo prolongada cuja substancia ativa é a d-anfetamina
(Vevanse®). Embora as varias opc¢des disponiveis parecam apresentar a mesma
eficacia na reducdo dos sintomas, as formulacdes de liberacdo prolongada (tanto
de MPH quanto de AMP) podem ter efeitos benéficos também na aderéncia ao
tratamento, j& que reduzem o numero de vezes que 0 paciente precisa tomar a
medicacédo (Kaplan e Newcorn, 2011).

Os estudos tém demonstrado que 65% a 75% dos pacientes com TDAH
respondem ao tratamento com estimulantes (Wigal, 2009; Kooij e cols. 2010;
Kaplan e Newcorn, 2011). Para os pacientes que nao respondem, ou nao toleram
os estimulantes, a atomoxetina é o farmaco de segunda escolha, seguida por
outros medicamentos nao estimulantes, tais como antidepressivos e agentes
adrenérgicos (clonidina e guanfacina) (Wigal, 2009; Kooij e cols. 2010; Kaplan e
Newcorn, 2011). O mecanismo de acdo da atomoxetina, assim como dos
estimulantes em geral, parece envolver a potencializacdo da transmisséo
catecolaminérgica no cértex pré-frontal (Kaplan e Newcorn, 2011).

Embora o tratamento farmacoldgico seja bem tolerado pelos pacientes, €
sempre importante lembrar que todos os farmacos produzem efeitos adversos. No
caso dos estimulantes, os efeitos adversos mais comuns incluem insénia, perda
de apetite, dores de cabeca e irritabilidade. Com menos frequéncia, os pacientes
também podem apresentar nausea, dores abdominais, palpitacbes e tonturas

(Kooij e cols. 2010; Kaplan e Newcorn, 2011).

1.5.1 Tratamento Farmacol6gico em Adultos

A medicacao de primeira escolha para o tratamento de adultos com TDAH
€ o MPH e trés estudos de meta-analise dos ensaios clinicos com esse

medicamento ja foram realizados. Em conjunto, esses estudos consistentemente
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demonstram um efeito significativo do tratamento com MPH na reducdo dos
sintomas do TDAH em adultos (Faraone e cols. 2004; Koesters e cols. 2009;
Castells e cols. 2011).

No entanto, também tem sido observada uma grande variabilidade no
tamanho de efeito do MPH entre os diferentes ensaios clinicos realizados
(Faraone e cols. 2004; Koesters e cols. 2009; Castells e cols. 2011). O tamanho
de efeito representa uma medida estatistica generalizada que permite comparar
guantitativamente a efichcia do tratamento farmacoldgico entre diferentes
estudos, mesmo que eles utlizem ferramentas diferentes de avaliacdo da
resposta clinica dos pacientes. Um calculo tipico de tamanho de efeito utilizado
nesses estudos (Cohen’s d) indica que um valor de 0,2 representa um tamanho
de efeito pequeno, de 0,5 o tamanho de efeito é considerado moderado e valores
acima de 0,8 representam tamanhos de efeito grandes (Wigal, 2009). Nesse
contexto, a meta-analise de Faraone e cols. (2004) indicou um tamanho de efeito
grande (0,9); ja os resultados de Koesters e cols. (2009) indicaram um tamanho
de efeito significativamente menor (0,42). A Ultima meta-analise realizada indicou
um tamanho de efeito moderado (0,57) (Castells e cols. 2011).

Essa variabilidade observada nos tamanhos de efeito entre as trés meta-
analises conduzidas até o momento parece refletir diferencas metodoldgicas
importantes entre os ensaios clinicos de resposta ao MPH. Na meta-analise de
Faraone e cols. (2004), por exemplo, seis estudos foram incluidos e os tamanhos
de efeito variavam de 0,24 a 2,3. Os autores observaram que o0s tamanhos de
efeito maiores estavam significativamente associados com o uso de doses
maiores (maiores ou igual a 0,9 mg/kg/dia) e com a avaliacdo realizada pelo
médico (quando comparada com a auto-avaliacdo). No entanto, na meta-analise
de Koesters e cols. (2009) ndo foram detectadas influéncias significativas desses
fatores (dose e avaliador) no tamanho de efeito. Por outro lado, esse estudo
observou que o MPH néo apresenta efeitos em um subgrupo de pacientes com
TUSP. Com o intuito de melhor esclarecer os fatores que poderiam estar
influenciando os resultados observados nos ensaios clinicos, uma terceira meta-
analise foi realizada recentemente (Castells e cols. 2011). Nesse estudo, foram

incluidos dados de 18 ensaios clinicos e os resultados indicaram que a eficacia do
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MPH no tratamento dos pacientes com TDAH é dose-dependente, ou seja,
tamanhos de efeito maiores séo obtidos com doses maiores. Além disso, sugerem
gue a eficacia do MPH poderia ser menor em pacientes com TUSP.

A presenca de comorbidades é extremamente significativa no TDAH em
adultos. No que diz respeito ao tratamento nesses casos, a abordagem vai
depender do transtorno associado e da avaliacdo médica. No caso da existéncia
de um quadro de depressédo maior, pode-se iniciar o tratamento simultaneamente
com o MPH e antidepressivos, ou abordar primeiramente a depressdo. JA em
pacientes com transtorno de humor bipolar a indicacédo € iniciar o tratamento com
um estabilizador de humor e posteriormente associar o MPH (Grevet e Rohde,
2005). Uma supervisdo maior é requerida no tratamento de pacientes comorbidos
com TUSP, devido ao risco de abuso. Nesses casos, a atomoxetina, 0s
antidepressivos e o MPH de liberagcédo prolongada, que parecem exibir um risco
menor de abuso, sdo recomendados para individuos com histéria muito recente
(menos de trés meses) de abuso de substancias; depois desse periodo, qualquer
medicacdo pode ser usada, inclusive MPH de acdo imediata (Grevet e Rohde,
2005; Szobot e Romano, 2007).

Outro aspecto importante do tratamento dos pacientes com TDAH esta
relacionado com a aderéncia e continuidade do tratamento farmacologico (Wigal,
2009). Nesse sentido, um estudo realizado pelo nosso grupo investigou diversas
variaveis demograficas e clinicas que poderiam estar associadas ao abandono do
uso de MPH (Victor e cols. 2009). Os resultados indicaram que 22,5% (N=69) dos
pacientes incluidos no estudo abandonaram o tratamento antes de iniciar o uso
de MPH (durante ou apoOs a estabilizacdo das comorbidades) e 26,6% (N=63)
abandonaram o uso do medicamento durante o periodo do estudo. O abandono
do tratamento durante a estabilizacdo das comorbidades foi associado com a
presenca dos transtornos bipolar e obsessivo-compulsivo, abuso de alcool e TOD.
J& os pacientes que iniciaram e abandonaram o tratamento durante o periodo do
estudo apresentaram uma maior prevaléncia de fobia social. Fatores socio-
demograficos e a gravidade do transtorno ndo foram associados aos desfechos

estudados. Os achados deste estudo sugerem, portanto, que as comorbidades

39



desempenham um papel importante na aderéncia e continuidade do tratamento
do TDAH em adultos.

1.5.2 Mecanismo de A¢ao do MPH

O mecanismo de acdo do MPH néo esta completamente esclarecido, mas
assume-se que seus efeitos terapéuticos estejam relacionados com a transmisséo
catecolaminérgica (Wilens, 2008; Arnsten e Pliszka, 2011). Inicialmente, as
investigagbes da acdo do MPH em pacientes com TDAH estavam focadas nos
seus efeitos sobre a transmissdo dopaminérgica (Solanto, 2002; Volkow e cols.
2005). De acordo com essas investigacbes, os efeitos terapéuticos do MPH
estavam relacionados com o bloqueio das proteinas transportadoras de dopamina
no estriado. Desta forma, haveria um aumento da disponibilidade de dopamina na
fenda sinaptica, o que resultaria na amplificacdo da sinalizacdo dopaminérgica
(Volkow e cols. 2005). De fato, estudos de neuroimagem tém demonstrado uma
reducdo na disponibilidade dos transportadores de dopamina em criancas e
adultos com TDAH apdés a administracdo de MPH (Wilens, 2008).

De acordo com o modelo de acdo dopaminérgica, o MPH aumentaria a
concentracdo extracelular de dopamina através de varios mecanismos, incluindo
0 bloqueio dos transportadores de dopamina, a desinibicdo dos auto-receptores
de dopamina do tipo D2 nos neurdnios pré-sinapticos, e a ativacao dos receptores
de dopamina do tipo D1 nos neurbnios pos-sinapticos. Em conjunto, essa acao
resultaria na amplificacdo da atividade dopaminérgica, levando a melhoras nos
déficits atencionais, no funcionamento cognitivo e na hiperatividade motora
(Wilens, 2008).

No entanto, as pesquisas iniciais da acdo do MPH foram limitadas, em
parte, pelo fato de que os estudos de neuroimagem utilizados permitiam a
visualizacdo dos receptores de dopamina no estriado, mas nao eram capazes de
visualizar mudancas nas concentracfes de noradrenalina e dopamina no coértex
pré-frontal (Arnsten e Pliszka, 2011). Atualmente, diversas evidéncias indicam

gue, de fato, os efeitos terapéuticos do MPH estdo mais relacionados com sua
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acdo na transmisséo catecolaminérgica no cértex pré-frontal do que apenas com
sua acdo na transmissao estriatal dopaminérgica (Berridge e cols. 2006; Arnsten,
2009; Arnsten e Pliszka, 2011). Berridge e cols. (2006), em um estudo com ratos,
demonstraram que a administracdo de MPH em doses terapéuticas
significativamente aumenta os niveis de dopamina e noradrenalina no cértex preé-
frontal. Nesse contexto, o MPH exerceria seus efeitos terapéuticos através da
acao conjunta da dopamina, via receptores do tipo D1, e da noradrenalina, via
receptores alfa-adrenérgicos 2A (Arnsten, 2009; Arnsten e Pliszka, 2011).
Recentemente, dados de um estudo de neuroimagem demonstraram pela
primeira vez que, em humanos, a administracdo de doses terapéuticas de MPH
também bloqueia os transportadores de noradrenalina. Isso sugere, portanto, que
os efeitos do MPH no TDAH podem ser também mediados pela inibicdo dos
transportadores de noradrenalina, aléem da ja bem constatada inibicdo dos

transportadores de dopamina (Hannestad e cols. 2010).

1.6 Farmacogenética do MPH

Varios aspectos que foram discutidos até aqui evidenciam claramente que,
apesar da existéncia de um pequeno grupo de medicamentos altamente eficazes
no tratamento do TDAH, em especial os estimulantes, existe também uma grande
variabilidade na resposta dos pacientes ao tratamento. Além de uma porcentagem
significativa de pacientes que ndo respondem positivamente aos estimulantes,
observa-se ainda uma variabilidade na dosagem, duracdo do efeito e
tolerabilidade ao medicamento, mesmo entre os individuos que obtém uma
resposta favoravel. Além disso, sabe-se que uma porcdo consideravel dos
pacientes abandona o tratamento farmacoldgico, apesar da persisténcia dos
sintomas (Froehlich e cols. 2010; Kieling e cols. 2010; Wallis, 2010 Polanczyk e
cols. 2010).

O efeito do MPH, como de qualquer outro farmaco, € um fendmeno
complexo, multicausal, e varios fatores podem influenciar a resposta e a

continuidade dos pacientes no tratamento. Alguns fatores inerentes do tratamento
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com qualquer medicamento, como o efeito placebo, a dose empregada e 0s
efeitos adversos, séo certamente aspectos relevantes na resposta ao MPH. Além
disso, caracteristicas clinicas especificas dos pacientes com TDAH, como a
presenca marcante de comorbidades associadas, provavelmente também
influenciam a aderéncia e a resposta ao tratamento com MPH (Victor e cols. 2009;
Chazan e cols. 2011). Por outro lado, sabe-se também que variacdes genéticas
inter-individuais estdo envolvidas no modo com que 0s pacientes respondem ao
tratamento farmacoldgico (Weinshilboum, 2003). Portanto, é extremamente
plausivel que parte da variabilidade observada na resposta ao tratamento com o
MPH seja devida a fatores genéticos.

Nesse sentido, abordagens farmacogenéticas podem ajudar a desvendar a
heterogeneidade observada na resposta clinica dos pacientes ao tratamento
farmacologico, identificando variacdes genéticas relacionadas com a melhora dos
sintomas, relacdes dose-efeito e efeitos adversos. Por fim, a deteccdo de
diferencas genéticas individuais na resposta ao MPH poderia levar a novas
estratégias para o tratamento de pacientes com TDAH (Polanczyk e cols. 2010).

Os estudos farmacogenéticos do MPH em pacientes com TDAH tém
partido do principio de que os genes candidatos como mediadores da resposta ao
tratamento seriam justamente aqueles relacionados aos sitios de acao direta do
MPH, as rotas metabdlicas dos neurotransmissores ou aos receptores para
dopamina ou noradrenalina. No entanto, até o momento, o numero de
investigacBes farmacogenéticas ainda € relativamente pequeno, especialmente
em adultos. Quatro revisGes desses estudos foram publicadas recentemente e, de
forma geral, os achados iniciais de genes possivelmente envolvidos na resposta
ao MPH parecem refletir a complexidade etiolégica do transtorno, onde
possivelmente varios genes de pequeno efeito estariam envolvidos (Froehlich e
cols. 2010; Kieling e cols. 2010; Wallis, 2010 Polanczyk e cols. 2010). Na ultima
revisdo publicada foram incluidos 31 estudos de resposta ao MPH, todos
realizados em criancas. Em adultos, existem apenas quatro publicacdes, sendo
duas de autoria de outros grupos (Mick e cols. 2006; Kooij e cols. 2008) e duas

fazem parte dessa tese (Contini e cols. 2010, 2011, capitulos 3 e 4).
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Diversas evidéncias, provenientes de estudos neurobiolégicos e do
mecanismo de ag&do do MPH, fizeram do gene DAT1 um dos mais estudados na
mediacdo da resposta ao tratamento em pacientes com TDAH. Nesse gene, 0
principal polimorfismo investigado € um VNTR de 40 pares de base (pb) na regido
3’ ndo-traduzida, que pode estar repetido de 3 a 11 vezes, sendo que os alelos
mais frequentes apresentam 9 ou 10 repeticbes. A hipotese inicial dos estudos
farmacogenéticos em criancas associa a homozigose para o alelo de 10
repeticdes (10R) com uma pior resposta ao tratamento (Winsberg e Commings,
1999) e alguns estudos posteriores confirmaram essa associagao. No entanto, os
achados farmacogenéticos para esse polimorfismo sdo ainda bastante confusos e
de dificil integracéo, pois também existem diversos relatos de auséncia de efeito,
efeitos contrarios, além de uma série de associacdes do alelo de 9 repeticbes
com a resposta ao tratamento (Froehlich e cols. 2010; Kieling e cols. 2010; Wallis,
2010; Polanczyk e cols. 2010).

Em adultos, dois estudos prévios investigaram esse mesmo polimorfismo
no gene DAT1. Mick e cols. (2006), em uma amostra de 106 individuos, nao
foram capazes de detectar nenhum efeito genético na resposta ao tratamento ou
nos efeitos adversos relacionados. Ja um segundo estudo, que avaliou 42
adultos, observou que individuos portadores do genotipo 9R/10R apresentaram
uma resposta mais favoravel ao tratamento, quando comparados com
homozigotos para o alelo de 10R (Kooij e cols. 2008).

Essas discrepancias de resultados observados para o gene DATL, tanto
em criancas quanto em adultos, podem ser em parte explicadas por diversos
aspectos metodoldgicos que variam entre os estudos, como o tamanho amostral,
as doses empregadas e a duracao do tratamento, além da falta de avaliacdo e o
papel de variaveis confundidoras, como a presenca de comorbidade (Froehlich e
cols. 2010; Kieling e cols. 2010; Polanczyk e cols. 2010). Além disso, também é
possivel que o polimorfismo investigado, nestes casos 0 VNTR de 40pb na regido
3’ do gene, ndo esteja refletindo uma alteracdo funcional na expressdo da
proteina. Desta forma, padrbes diferentes de desequilibrio de ligacdo entre as
diferentes populacdes também poderiam ajudar a explicar os achados

discrepantes (Genro e cols. 2008).
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Interessantemente, alguns estudos tém demonstrado, através de técnicas
de neuroimagem, que a densidade de proteinas transportadoras de dopamina no
estriado esta relacionada com a resposta de pacientes adultos ao MPH (Krause e
cols. 2005; la Fougére e cols. 2006). Mais especificamente, esses estudos tém
observado que os pacientes que ndo respondem positivamente ao tratamento
apresentam uma densidade diminuida de transportadores de dopamina, quando
comparados com 0s pacientes que respondem ao tratamento. 1Sso nos sugere,
portanto, que variacbes genéticas ainda nado investigadas no gene DAT1, e que
apresentam efeitos funcionais na expressao do gene, podem estar influenciando a
resposta dos pacientes com TDAH ao tratamento com MPH.

Ainda no sistema dopaminérgico, o segundo polimorfismo mais avaliado
nos estudos de farmacogenética, em criancas, € o VNTR de 48pb do éxon Il do
gene DRD4. No entanto, também aqui os resultados séo contraditérios. Enquanto
alguns estudos sugeriram uma associacao entre o alelo de 7 repeticbes e uma
melhor resposta ao MPH, outros encontraram associacao entre o0 mesmo alelo e
uma pior resposta ao tratamento. Além disto, resultados negativos e envolvendo
outros alelos do polimorfismo também ja foram relatados (Froehlich e cols. 2010;
Kieling e cols. 2010; Polanczyk e cols. 2010). Em adultos, apenas o estudo de
Kooij e cols. (2008) investigou o gene DRD4, e nenhum efeito na resposta ao
MPH foi observado.

Outros genes do sistema dopaminérgico, além dos citados acima, ja foram
investigados em criancgas e 0s resultados mais promissores apontam para o0 gene
da enzima catecol-O-metiltransferase (COMT), visto que os trés estudos
farmacogenéticos que avaliaram esse gene detectaram efeitos na resposta dos
pacientes ao tratamento (Kereszturi e cols. 2008; Cheon e cols. 2008, Salatino-
Oliveira e cols. 2011). Essa enzima desempenha uma funcdo importante na
regulacdo dos niveis extracelulares de dopamina no cortex pré-frontal, regido
sabidamente envolvida no mecanismo de acédo do MPH.

Genes em outros sistemas de neurotransmissdo também ja foram
investigados e, entre eles, destacam-se 0s genes da proteina transportadora de
noradrenalina (SLC6A2/ NET1) e o gene ADRA2A. Resultados consistentes de

associacdes entre polimorfismos nesses genes e a resposta ao tratamento em
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criangas com TDAH tém sido relatados, reforcando a importancia da transmissao
noradrenérgica no mecanismo de acdo do MPH (Froehlich e cols. 2010; Kieling e
cols. 2010; Polanczyk e cols. 2010). Em adultos, apenas o gene NET1 foi
investigado, e os resultados n&o evidenciaram nenhum efeito na resposta ao
tratamento (Kooij e cols. 2008).

Além dos sistemas dopaminérgico e noradrenérgico, existem ainda relatos
de efeitos do gene 5-HTT (Seeger e cols. 2001), SNAP25 (McGough e cols.
2006), MAOA (Guimardes e cols. 2009) e do gene da enzima triptofano
hidroxilase 2 (TPH2) (Manor e cols. 2008) na resposta ao tratamento com MPH
em criancas. Polimorfismos nos genes dos receptores de dopamina D2 (DRD2) e
D5 (DRD5), da enzima dopamina-beta hidroxilase (DBH), dos receptores de
serotonina 2A (HTR2A) e 1B (HTR1B) e do receptor nicotinico subunidade alfa-4
neuronal (CHRNA4), também ja foram estudados, embora nenhum deles tenha
sido associado com a resposta ao MPH (Polanczyk e cols. 2010). Com relagéo
aos genes de metabolizacdo, até o0 momento, apenas um estudo investigou o
efeito de um polimorfismo funcional no gene CES1 (Gly143Glu) em criancas
tratadas com MPH (Nemoda e cols. 2009). Esse gene codifica a enzima carboxil-
esterase 1A1, que é responsavel pela hidrolise do MPH para acido carboxilico
(acido ritalinico), que é um composto inativo (Sun e cols. 2004). Os resultados
indicaram que os pacientes portadores do alelo Glu, o qual estaria associado com
uma atividade enzimatica reduzida, necessitaram de doses menores de MPH.

Do mesmo modo que tem sido observado nas varreduras gendémicas de
associacdo com o TDAH, o Unico estudo que investigou a resposta ao tratamento
com MPH sob essa perspectiva também néo foi ndo foi capaz de detectar alguma
associacdo que preenchesse os critérios de significancia para varreduras
genbmicas (Mick e cols. 2008). No entanto, esse estudo evidencia um aspecto
relevante da farmacogenética do TDAH, o de que ndo existem genes de grande
efeito influenciando a resposta ao MPH. Portanto, amostras significativamente
grandes sao necessarias para a deteccdo dos genes associados com a resposta
ao tratamento. Nesse contexto, uma estratégia possivel para alcancar os
tamanhos amostrais adequados € o desenvolvimento de estudos colaborativos

agregando amostras de diversos centros.
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Polanczyk e cols. (2008) investigaram o impacto de diversos aspectos
metodoldgicos e clinicos de nove amostras diferentes de farmacogenética do
TDAH, provenientes de quatro continentes, que poderiam influenciar a
variabilidade de resposta ao tratamento com MPH. Os resultados estimaram um
tamanho de efeito do MPH no tratamento de 1,32, quando as nove amostras
foram consideradas conjuntamente. No entanto, também foi detectada a presenca
de heterogeneidade entre as amostras na variacdo dos sintomas de TDAH apés o
tratamento. As analises posteriores indicaram que dos fatores que variam entre as
diferentes amostras, incluindo o continente, a escala de avaliacdo dos sintomas, 0
avaliador e o tamanho amostral, apenas o desenho do estudo (estudo aberto néo-
controlado versus estudo randomizado controlado) estava significativamente
associado com a heterogeneidade dos resultados. Em um segundo estagio, as
amostras foram agregadas e o efeito de fatores individuais, como o QI, a idade e
o subtipo de TDAH, entre outros, foram avaliados com relacdo as mudancas nos
sintomas do transtorno apos o tratamento. Os resultados dessa etapa do estudo
indicaram que a idade, a presenca de TOD e os escores de gravidade pré-
tratamento estavam significativamente associados com a porcentagem de
mudancas nos sintomas apdés o tratamento.

Em conjunto, esses resultados indicam que estudos colaborativos séo
possiveis, visto que nenhuma variavel fixa, como, por exemplo, o continente onde
o0 estudo € conduzido, esta relacionada com a resposta ao medicamento. No
entanto, o desenho do estudo e variaveis clinicas individuais dos pacientes (como
a idade, as comorbidades e a gravidade dos sintomas) devem ser levados em
consideracdo na analise dos resultados, especialmente em estudos de meta-

andalise.
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Capitulo i

JUSTIFICATIVAS E OBJETIVOS



Justificativa

Como j& foi mencionado, o TDAH €& um transtorno suficientemente
prevalente e grave para justificar a busca por um tratamento adequado. Até o
momento, a maioria dos pacientes é tratada com MPH, sendo que muitas vezes
os resultados satisfatérios sé séo obtidos ap6s inUmeros ajustes na dose. Ainda
assim, o sucesso do tratamento, especialmente a longo prazo, € limitado a uma
fracdo dos pacientes. A opcao por outro farmaco geralmente s6 se da apds uma
tentativa terapéutica com resultados insatisfatérios com o MPH, o que muitas
vezes causa inumeras frustracdes e desfechos negativos na vida dos pacientes.

Sendo assim, é necessario persistir na busca por fatores relacionados com
a resposta terapéutica. Nesse contexto, a farmacogenética € uma ferramenta
muito importante, visto que variagdes genéticas estdo sabidamente envolvidas na
variabilidade inter-individual da resposta ao tratamento. A identificacdo de
preditores genéticos associados a resposta ao MPH pode subsidiar novos
estudos clinicos, promovendo ndo somente a otimizacdo do tratamento, mas
também a descoberta de novos alvos para o desenvolvimento de outros farmacos
e, assim, aumentar as possibilidades de tratamento para os pacientes que nao
respondem ou nao toleram o MPH.

Todavia, os resultados farmacogenéticos obtidos até entdo evidenciam a
enorme dificuldade de integrar e entender o papel de variantes genéticas na
resposta ao MPH. De fato, para alcancar esse objetivo é fundamental esclarecer
guais mecanismos neurobioldgicos sao influenciados por essas variantes. Assim,
€ especialmente interessante verificar a importancia dos mesmos genes em
outros transtornos psiquiatricos. Destacam-se, nesse sentido, 0s transtornos por
uso de substancias, que provavelmente compartilham uma via de susceptibilidade
genética com o TDAH. Essa abordagem tem sido utilizada pelo nosso grupo na
tentativa de melhor compreender o efeito dos genes em fendtipos
comportamentais, 0 que tem gerado alguns resultados relevantes como, por

exemplo, os achados para os genes ADRA2A e MAOA.
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Objetivo Geral

O objetivo principal deste trabalho é avaliar a influéncia de polimorfismos
genéticos na resposta clinica ao MPH em adultos com TDAH, buscando
compreender também o papel de varidveis mediadoras e confundidoras, além da

influéncia desses polimorfismos em outros fenétipos relacionados.

Objetivos especificos

- Investigar a associacdo entre 17 polimorfismos nos genes DATI,

ADRA2A, 5-HTT, HTR1B, TPH2, DBH, DRD4, COMT e SNAP25 e a resposta ao

tratamento com MPH em adultos com TDAH.

- Investigar a associacdo entre polimorfismos no gene HTR1B e a

dependéncia de alcool.
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Capitulo I

RESPONSE TO METHYLPHENIDATE IS NOT INFLUENCED BY DAT1
POLYMORPHISMS IN A SAMPLE OF BRAZILIAN ADULT

PATIENTS WITH ADHD
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Abstract Several lines of evidence suggest a relevant
role for the dopamine transporter (DAT1) gene not only as
a susceptibility factor for attention-deficit hyperactivity
disorder (ADHD), but also as a predictor of individual
methylphenidate (MPH) response. Pharmacogenetic stud-
ies of MPH response in ADHD have mainly focused on the
40-bp variable number of tandem repeats (VNTR) in the 3’
untranslated region (3’-UTR) of DATI1. Most studies were
performed in samples of children and conflicting findings
were obtained. Only two studies have assessed 3’-VNTR in
samples of adults—one with positive and the other with
negative findings. In the present study, we investigate three
potentially relevant polymorphisms in DAT1 gene (—839
C > T; Int8 VNTR and 3’-VNTR), and their possible role
in therapeutic response to MPH treatment in a sample of
171 Brazilian adults with ADHD. The diagnostic
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procedures followed the DSM-IV criteria and the outcome
measures were the scales Swanson, Nolan, and Pelham
Rating scale version IV and the Clinical Global Impres-
sion-Severity Scale, applied at the beginning and after the
30th day of treatment. Drug response was assessed by both
categorical and dimensional approaches. There was no
effect of any DAT1 polymorphisms or haplotypes on MPH
response. This is the second report demonstrating absence
of differences in MPH response according to DATI
genotypes in adults with ADHD. Although DAT protein is
crucial for the effect of MPH, genetic variations in DAT1
gene probably do not have a significant clinical role in this
sample of adults with ADHD.

Keywords Attention-deficit hyperactivity disorder -
Pharmacogenetics - DAT1 gene - Methylphenidate -
Dopamine transporter

Introduction

Attention-deficit hyperactivity disorder (ADHD) is a het-
erogeneous and highly heritable disorder manifesting itself
in symptoms of inattention and/or hyperactivity/impulsiv-
ity that arise during childhood, frequently persistent across
development, and result in impairment in multiple domains
of adaptive functioning (Spencer et al. 2007). The preva-
lence of ADHD is around 5% in children (Polanczyk et al.
2007) and 2.5% in adults (Simon et al. 2009).
Pharmacotherapy is central in ADHD treatment, and the
main pharmacological drug prescribed is methylphenidate
hydrochloride (MPH; Conners 2002). The therapeutically
effective functions of MPH in the reduction of ADHD
symptoms is not completely understood, but has been
attributed to its ability to bind to the dopamine transporters
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(DATs) in the presynaptic cell membrane and block the
re-uptake of dopamine (DA), which increases levels of
synaptic and extracellular DA (Solanto 1998; Seeman and
Madras 1998; Krause et al. 2000).

DAT protein is encoded by DATI gene (SLC6A3),
located in chromosome 5pl15.3 (Giros et al. 1992;
Vandenbergh et al. 1992). To date, almost all DATI
pharmacogenetic studies of MPH have focused exclusively
on a single 40-bp variable number of tandem repeats
(VNTR) in the 3’ untranslated region (3'-UTR) of the gene,
with 3-11 repetitions (Vandenbergh et al. 1992), probably
because this is the most extensively studied marker in the
susceptibility to ADHD (Mabher et al. 2002; Purper-Ouakil
et al. 2005; Faraone et al. 2005; Li et al. 2006). A meta-
analysis including samples of children showed a significant
association between the 10R—10R genotype and low rates
of MPH response (Purper-Ouakil et al. 2008), but the
putative effect is very small and still inconsistent. Only two
studies assessed the 3’-VNTR in samples of adults; one
with positive (Kooij et al. 2008) and the other with nega-
tive findings (Mick et al. 2000).

More recently, other regions of DATI gene have also
been included in ADHD genetic association studies. Some
findings evidenced an association with a haplotype com-
prising the 3’-VNTR and a VNTR in intron 8 (Int8§ VNTR;
Brookes et al. 2006; Asherson et al. 2007; Franke et al.
2008). Other studies have also suggested a significant role
for polymorphisms in the promoter region of DATI gene in
ADHD susceptibility (Genro et al. 2008; Brookes et al.
2008; Xu et al. 2009; Doyle et al. 2009).

Therefore, despite the fact that DAT] is a very important
gene in ADHD, there are no pharmacogenetic studies
focusing in gene regions other than 3’-UTR. In the present
study, we investigate three potentially relevant polymor-
phisms in different regions of DATI gene (—839 C > T;
Int8 VNTR and 3’-VNTR), and their possible role in the
therapeutic response of adults to MPH treatment.

Materials and methods
Subjects

The sample comprised 171 adults with ADHD from the
ADHD Outpatient Program at the Hospital de Clinicas de
Porto Alegre. The inclusion criteria were (a) native
Brazilian of European descent; (b) age 18 years or above;
(c) fulfillment of DSM-IV diagnostic criteria for ADHD
(American Psychiatric Association 1994) both currently
and during childhood; (d) drug naive for MPH; (e) eligi-
bility to immediate-release methylphenidate (IR-MPH)
treatment after the treatment of comorbidities. Exclusion
criteria were the presence of (a) clinical contra-indication
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to IR-MPH; (b) any significant neurological disease (e.g.,
delirium, dementia, epilepsy, head trauma, multiple scle-
rosis); (c) current or past history of psychosis; and (d)
intelligence quotient (IQ) < 70. The project was carried
out in accordance with the Declaration of Helsinki and was
approved by the Institutional Review Board (IRB) of the
hospital (IRB #00000921). All patients signed an informed
consent. This protocol is detailedly described in Victor
et al. (2009).

The diagnostic procedures for ADHD and oppositional
defiant disorder (ODD) followed the DSM-IV criteria using
the adaptation to adults (Grevet et al. 2005) of K-SADS-E
(Portuguese version; Mercadante et al. 1995). K-SADS-E
is a semi-structured interview for children and adolescents
aged 6-18 which assesses current episodes and the severest
episode in the past (lifetime) DSM-IV psychiatric disorders
in children (Ambrosini 2000). The Axis I psychiatric
comorbidities were evaluated using the SCID-IV-R struc-
tured interview system (First et al. 1998). The diagnoses of
conduct and antisocial personality disorder were obtained
using the appropriate sections of the Mini-International
Neuropsychiatric Interview (MINI; Sheehan et al. 1998).
A detailed description of the severity and comorbidity
profiles of this sample is given in Grevet et al. (2006) and
Fischer et al. (2007). The frequencies of the most common
comorbidities are outlined in Table 1. The estimated IQ
scores were obtained from the vocabulary and block design
subtests of the Wechsler Adult Intelligence Scale—
Revised (WAIS-R; Wechsler 1981) administrated by a
trained psychologist.

Pharmacological intervention and drug response

All current clinically significant comorbid disorders
(excluding tobacco dependence, anti-social personality
disorder, and ODD) were initially treated according to
current guidelines. After the clinical stabilization of
comorbidities, i.e., current comorbidities that were no
longer clinically relevant, a clinical evaluation was per-
formed to verify the persistence of ADHD symptoms, and
then IR-MPH was initiated. The most frequent comedica-
tions were antidepressants and mood stabilizers with no
significant evidence for pharmacointeractions.

Patients were treated with weekly increase in IR-MPH
dose until symptom control or occurrence of limiting
adverse effects. No subjects were treated under the dosage
of 0.3 mg/kg/day, which was already proved to be thera-
peutic (Rosler et al. 2009). IR-MPH was administered
twice or thrice a day according to the patient’s daily
activities. Patients were usually reassessed once or twice in
a period of 30 days after initiation and titration of IR-MPH.
The final measurements were taken after the 30th day of
the treatment.
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Table 1 Demographic and clinical characteristics of the sample according to MPH response
Characteristic Total N = 171 Responders N = 136 Non-responders N = 35 P*
Age, median (£SD) 35 (£11) 34 (£10) 38 (£13) 0.04
Sex: male (%) 89 (52%) 74 (54%) 15 (43%) 0.15
1Q, median (£SD) 101.5 (9.4) 102.3 (9.7) 98.9 (8.3) 0.07
ADHD subtype N (%) 0.27
Combined 106 (62%) 87 (64.4%) 19 (51.4%)
Inattentive 60 (35.1%) 45 (33.3%) 15 (42.9%)
Hyperactive 5 (2.9%) 3(2.2%) 2 (5.7%)
Lifetime comorbid conditions N (%)
Any bipolar disorder 25 (14.6%) 19 (14%) 6 (17.1%) 0.64
Major depression 65 (38%) 52 (38.2%) 13 (37.1%) 0.91
Generalized anxiety disorder (GAD) 35 (20.5%) 26 (19.1%) 9 (25.7%) 0.39
ODD 67 (39.6%) 54 (40%) 13 (38.2%) 0.85
Alcohol dependence 10 (5.8%) 8 (5.9%) 2 (5.7%) 0.97
Nicotine use 68 (40%) 59 (43.4%) 9 (25.7%) 0.06
SNAP-IV baseline scores, median (+SD)
Total 1.68 (0.51) 1.74 (0.50) 1.45 (0.43) 0.002
Inattentive 1.88 (0.55) 1.93 (0.53) 1.69 (0.59) 0.02
Hyperactivity-impulsivity 1.48 (0.71) 1.56 (0.70) 1.19 (0.68) 0.007
Oppositional 0.85 (0.59) 0.85 (0.62) 0.82 (0.49) 0.78
CGI-S baseline scores, median (£SD) 4.56 (0.73) 4.62 (0.74) 4.34 (0.64) 0.05
Concomitant use of medication N (%) 45 (26.3) 27 (19.9%) 18 (51.4%) <0.001
MPH dose, mg/kg median (£SD)
At baseline 0.15 (0.07) 0.15 (0.07) 0.15 (0.07) 0.71
At 1 mo 0.48 (0.17) 0.47 (0.17) 0.48 (0.15) 0.75
SERS baseline score® 42.72 (26.92) 39.63 (25.78) 53.48 (28.60) 0.03

SD standard deviation, /Q intelligence quotient, ADHD attention-deficit hyperactivity disorder, SNAP-IV Swanson, Nolan, and Pelham Scale
version IV, CGI-S Clinical Global Impression-Severity Scale, MPH methylphenidate hydrochloride, SERS Barkley Side Effect Rating Scale

* Total, N = 103; responders, N = 80; non-responders, N = 23

* Responders and non-responders were compared using the chi-square test (categorical variables) or the ANOVA test (continuous variables)

The outcome measures of MPH treatment were the
Portuguese version of the Swanson, Nolan, and Pelham
Rating Scale version IV (SNAP-IV; Swanson 1992) and
the Clinical Global Impression-Severity Scale (CGI-S; Guy
1976). SNAP-IV includes items from the DSM-IV criteria
for ADHD and ODD. The scale is based on 0-3 ratings: not
at all, just a little, quite a bit, and very much. SNAP-IV
scores are computed by summing the scores in items from
each dimension (inattention, hyperactivity/impulsivity, and
oppositional defiant), divided by the number of items in the
dimension. CGI-S is a clinician-rated assessment in which
scores vary from 1 (no symptoms) to 7 (extremely severe
symptoms). The side effects of stimulants were assessed
with the Barkley Side Effect Rating Scale (SERS; Barkley
1990). SERS is based on 0 (none) to 9 (extreme) scores of
side effects associated to MPH. These scores are computed
by summing the scores of all items. All scales were applied
at the beginning (baseline levels) and after the 30th day of

the treatment and all procedures were performed while
blind to the results of genotyping.

Drug response was assessed by both categorical and
dimensional approaches. The a priori categorical definition
of response was a 30% or greater symptom reduction in
SNAP-IV and a CGI-S score of two points or less. The
dimensional evaluation of drug response was measured by
the variation in SNAP-IV scores.

Laboratory methods

The DNA was extracted from whole blood by an adapta-
tion of Lahiri and Nurnberger (1991). The polymorphisms
DATI 3'-VNTR (rs28363170) and the Int8 VNTR were
amplified using the polymerase chain reaction (PCR)
conditions adapted from Sano et al. (1993) and Genro et al.
(2008), respectively. The characterization of the linkage
disequilibrium and the estimation of haplotypes comprising
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the 3’-VNTR and the Int8 VNTR polymorphisms were
performed with the MLOCUS program (Long et al. 1995;
Long 1999). The —839 C > T (1s2652511) polymorphism
was genotyped using the Tagman SNP genotyping assays
(Applied Biosystems) according to the manufacture’s rec-
ommended protocol.

Statistical analysis

Responders and non-responders were compared regarding
demographic characteristics, 1Q, baseline SNAP-IV, CGI-S
and SERS scores, ADHD subtype, comorbidities, use of
concomitant medication, and MPH dose. The chi-square
test was used for categorical variables and ANOVA for
continuous variables.

The association between specific alleles or genotypes
with the categorical response to MPH treatment was ana-
lyzed by logistic regression analyses. Genetic effects in the
dimensional variation in SNAP-IV scores after the MPH
treatment were analyzed by ANCOVA considering base-
line scores as covariates. Potential confounders (demo-
graphic characteristics, 1Q, ADHD subtype, comorbidities,
use of concomitant medication, and MPH dose) were
included as covariates using a statistical definition (asso-
ciation with both the study factor and outcome for
P < 0.20; Maldonado and Greenland 1993).

Results

Subjects were 171 patients comprising 89 males and 82
females. The mean age of the subjects was 34.7 years
(£10.8). Of the patients 93% were currently employed, and
the average number of years of schooling was 13.6 years
(£3.7). The average estimated full scale IQ of the sample is
101.5 (£9.4). Mean baseline scores for the overall symp-
toms of ADHD according to SNAP-IV and CGI-S was 1.7
(£0.5) and 4.56 (£0.73), respectively.

To confirm the general efficacy of MPH treatment in this
sample, we explored effects of its use over SNAP-IV total
scores during the first month of treatment. A significant
reduction in total scores was detected during the follow-up
period (r = 21.77; P < 0.001). One hundred and thirty-six
patients (79.5%) responded to treatment (responders), as
defined by a 30% or greater symptom reduction in SNAP-
IV plus a CGI-S score of two points or less. Thirty-five
participants (20.5%) failed to show a clinical response to
MPH. The characteristics of both groups (responders and
non-responders) are given in Table 1.

We detected six alleles at DATI 3’-VNTR and four
alleles at Int§ VNTR in the total group of patients. The
most common alleles were 10R (0.73) and 9R (0.24) for
3'VNTR, and 6R (0.78) and 5R (0.21) for Int8 VNTR. The
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C and T allele frequencies of the —839 C > T polymor-
phism were 0.58 and 0.42, respectively. Genotype fre-
quencies in all polymorphisms did not reveal a significant
deviation from expected values for the Hardy—Weinberg
equilibrium.

We focused the statistical analysis for the MPH response
on the risk alleles for ADHD, similarly to previous phar-
macogenetic studies of ADHD. The results of the stratified
analysis of response to MPH are presented in Tables 2 and
3. There were no significant differences in genotype fre-
quencies between MPH responders and non-responders in
any DATI polymorphisms (Table 2). Likewise, there are
no significant effects of DATI polymorphisms on the
response to MPH evaluated through the variation between
pre- and post-SNAP-IV treatments (Table 3).

Discussion

Our study fails to show association between three different
DATI polymorphisms and the therapeutic response to MPH
treatment in Brazilian adults with ADHD. This is the first
study assessing the role of the —839 C > T and the Int8
VNTR polymorphisms on the MPH response in ADHD
samples. Additionally, we were not able to detect a
significant effect of the haplotype comprising 10R allele
(3’-VNTR) and 6R allele (Int8 VNTR), which have been
previously associated with ADHD susceptibility in the
samples of children (Brookes et al. 2006; Asherson et al.
2007), or with the 9R-6R haplotype, which has been
associated with ADHD in adults (Franke et al. 2008).
The current report is the second to demonstrate lack of
differences in the therapeutic response to MPH, based on
DATI 3'-VNTR genotypes, in adults with ADHD (Mick
et al. 2006). Only one study found a positive association
between 10R allele homozygosis and a reduced effect of
MPH over ADHD symptoms (Kooij et al. 2008) in adults.
This association, however, should be considered with cau-
tion, due to the reduced sample size (N = 42). Overall, the
effect of 3’-VNTR allele/genotype on therapeutic response
to MPH, even in samples of children, is not conclusive, since
there are conflicting associations with 9R (Stein et al. 2005;
Joober et al. 2007) and 10R alleles and a worse (Winsberg
and Comings. 1999; Roman et al. 2002; Cheon et al. 2005;
Purper-Ouakil et al. 2008) or better (Kirley et al. 2003;
Bellgrove et al. 2005) response to MPH. Additionally, there
are also several studies with negative findings (Hamarman
et al. 2003; Langley et al. 2005; Van der Meulen et al. 2005;
McGough et al. 2006; Zeni et al. 2007; Tharoor et al. 2008;
Kereszturi et al. 2008). In these studies, methodological
aspects such as variability in design, diagnostic and outcome
measures, as well as failure to control for confounding fac-
tors have been hypothesized to be related to these differing
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Table 2 Association of DATI polymorphisms and categorical response to MPH

DATI polymorphism Genotype (N) Responders N (%) Non-responders N (%) P

—839C>T CC + CT (146) 117 (87.3%) 29 (85.3%) 0.93%b-ed
TT (22) 17 (12.7%) 5 (14.7%)

Int8 VNTR SR/SR 7 (5.3%) 3 (8.8%) 0.37
SR/6R 42 (32.1%) 7 (20.6%)
6R/6R 24 (70.6%) 24 (70.6%)

3-VNTR 10R/10R (92) 71 (52.6%) 21 (60%) 0.25%°
Others (78) 64 (47.4%) 14 (40%)

Haplotype® 10R/6R (142) 113 (91.1%) 29 (87.9%) 0.58
Others (15) 11 (8.9%) 4 (12.1%)

DATI dopamine transporter gene, MPH methylphenidate hydrochloride, /Q intelligence quotient, SERS Barkley Effect Rating scale, SNAP-1V

Swanson, Nolan, and Pelham Scale version IV

Potential confounders considered in the analyses: * IQ, ® SERS baseline scores, © total SNAP-IV baseline scores, and 4 inattentive SNAP-IV

baseline scores

¢ Haplotype comprising the 3’-VNTR and the Int8 VNTR polymorphisms of DATI gene

P value calculated by logistic regression analyses

Table 3 Association of DAT! polymorphisms and response to MPH according to SNAP-IV scores

DATI Genotype (N) Hyperactivity Inattention Total ADHD Opposition
polymorphism
ASNAP-1IV P ASNAP-IV P ASNAP-IV P ASNAP-IV P
—839C>T CC + CT (146) 0.77 (0.64) 0.96*" 1.10 (0.65) 0.32%¢ 0.94 (0.57) 0.55*¢ 0.47 (0.58) 0.55°
TT (22) 0.72 (0.56) 1.02 (0.53) 0.88 (0.47) 0.29 (0.31)
Int§ VNTR 5R/5R (10) 0.63 (0.57) 0.07° 1.22 (0.45) 0.51¢ 0.93 (0.44) 0.52¢ 0.23 (0.41) 0.27°
SR/6R (49) 0.87 (0.61) 0.99 (0.61) 0.93 (0.54) 0.38 (0.50)
6R/6R (105) 0.72 (0.65) 1.11 (0.65) 0.92 (0.58) 0.47 (0.55)
3-VNTR 10R/10R (92) 0.78 (0.65) 0.94° 1.08 (0.68) 0.90*¢ 0.94 (0.58) 0.88*¢ 0.44 (0.55) 0.45°
Others (78) 0.75 (0.62) 1.09 (0.58) 0.92 (0.54) 0.46 (0.54)
Haplotype® 10R/6R (142) 0.79 (0.65) 0.19° 1.09 (0.65) 0.67° 0.94 (0.57) 0.26¢ 0.45 (0.55) 0.21°
Others (15) 0.74 (0.59) 1.13 (0.53) 0.93 (0.52) 0.25 (0.36)

DATI dopamine transporter gene, MPH methylphenidate hydrochloride, SNAP-IV Swanson, Nolan, and Pelham Scale version 1V, SD standard

deviation, /Q intelligence quotient
ASNAP-1V: baseline—endpoint SNAP-IV scores (mean £+ SD)

P value calculated by ANCOVA. Potential confounders considered in analyses: * 1Q, b hyperactivity baseline SNAP-IV scores, ¢ inattention
baseline SNAP-IV scores, ¢ total baseline SNAP-IV scores, and © opposition baseline SNAP-IV scores

 Haplotype comprising 3’-UTR VNTR and Int§ VNTR polymorphisms of DATI gene

results (Polanczyk et al. 2005, 2008). Some of the positive
findings could actually be spurious, especially due to inad-
equate sample sizes. Colhoun et al. (2003) suggested that the
most probable explanation for difficulty in replication of
reports of genetic associations with complex diseases is the
failure to exclude chance.

Converging evidence from animal and human studies
points to dysregulation of frontal-subcortical-cerebellar
catecholaminergic circuits in the pathophysiology of
ADHD (Biederman and Faraone 2005; Prince 2008). There
is evidence that patients with ADHD show an elevated
striatal DAT activity, compared to controls (Dougherty
et al. 1999; Krause et al. 2000; Dresel et al. 2000; Cheon

et al. 2003). Additionally, recent studies suggested the
association of low DAT activity and poor response to MPH
treatment (Krause et al. 2005; La Fougere et al. 2006).
These results might be in accordance with the present study
in the finding that subjects homozygous for the C allele in
the —839 C > T polymorphism tended to achieve adequate
therapeutic response with lower MPH dose (P = 0.09),
possibly due to increased availability of synaptic DA sec-
ondary to reduced DAT expression. This is supported by
different in vitro (Rubie et al. 2001) and in vivo (Drgon
et al. 2006) studies showing increased DAT expression
associated to C allele. Increased evidence of this associa-
tion will require larger studies specifically designed to
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address —839 C > T genotype differences in order to
assess dose-response relationship in ADHD patients.

Despite the fact that this is the largest sample of adults
with ADHD ever presented in pharmacogenetic studies,
some limitations should be considered in the understanding
of these results. We did not have a placebo arm in this trial,
and so we did not have an internal control to correct for any
effect of time. The rate of improvement of ADHD symp-
toms, however, was similar to those generally found in
placebo-controlled studies. Since we performed very con-
servative analyses (inclusion of potential confounders in
analyses as covariates) in a moderate sample, we could not
exclude type II error. The interpretation of the present
results should be limited to this specific sample, since
sample size is still quite small (especially considering all
necessary adjustments) and future meta-analyses may
provide more statistical power.

In conclusion, our data suggest that a representative
group of polymorphisms in one of the most screened gene
candidate (DATI gene) for the pharmacogenetics of ADHD
failed to reveal an important role in the MPH therapeutic
response in adults with ADHD. The ability of MPH to block
DA reuptake is probably not influenced by these genetic
polymorphisms, at least among Brazilian adults with
ADHD.
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Abstract Adrenergic a2A receptor gene (ADRA2A) is one
of the most promising candidate genes for ADHD pharma-
cogenetics. Thus far, three studies have investigated the
association between the ADRA2A —1291 C>G polymor-
phism and the therapeutic response to methylphenidate
(MPH) in children with ADHD, all of them with positive
results. The aim of this study is to investigate, for the first
time, the association between three ADRA2A polymor-
phisms (—1291 C>G, —262 G>A, and 1780 C>T) and the
response to MPH in adults with ADHD. The sample com-
prises 165 Brazilians of European descent evaluated in the
adult ADHD outpatient clinic of the Hospital de Clinicas de
Porto Alegre. The diagnostic procedures followed the DSM-
IV criteria. Drug response was assessed by both categorical
and dimensional approaches, through the scales Swanson,
Nolan, and Pelham Rating scale version IV and the Clinical
Global Impression-Severity Scale, applied at the beginning
and after the 30th day of treatment. We found no evidence of
association between the three ADRA2A polymorphisms and
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the therapeutic response to MPH treatment. Our findings do
not support a significant role for the ADRA2A gene in ADHD
pharmacogenetics, at least among adult patients.
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Introduction

Attention deficit hyperactivity disorder (ADHD) is a highly
heritable psychiatric disorder characterized by impairments
in attention, inhibitory control, and increased motor
activity [1]. The core symptoms of the disorder arise during
the childhood and are accompanied by high rates of
comorbidities and significant social, emotional, and occu-
pational impairments [6, 7, 55]. The worldwide prevalence
of ADHD is estimated in 5.3% in children and adolescents
[42] and 2.5% in adults [50].

Although the precise mechanisms of ADHD development
are not completely understood, converging evidence from
genetic and neurobiology studies strongly suggest that dys-
functions in the catecholamine neurotransmission play a
crucial role in the pathophysiology of the disorder [4, 45]. In
accordance, the clinical experience has demonstrated that
stimulant drugs, which potentiate the catecholamine neuro-
transmission, are the most effective ADHD treatment [24,
59]. Methylphenidate hydrochloride (MPH) is the most
prescribed psychostimulant for children and adults with
ADHD and several controlled clinical trials have proven the
effectiveness and safety of the treatment [8, 15, 24, 28].
However, many patients still do not show an appropriate
clinical response to the MPH treatment [29, 51, 52]. Addi-
tionally, there is a considerable variability in dosage, toler-
ability, and adherence among responders [9, 20].
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Taking into account this scenario, several efforts to
identify genetic factors associated with the variability in
the therapeutic response to MPH treatment have focused on
catecholaminergic genes, but most loci have not revealed
robust findings across replications. Likewise, the results of
the first genome-wide association study for the response to
MPH did not reveal any markers that met criteria for sta-
tistical significance genome wide [38]. Among the most
promising pharmacogenetic findings revealed is the
adrenergic o2A receptor gene (ADRA2A) [17, 27]. In fact,
ADRAZ2A is also a candidate gene in ADHD etiology. A
meta-analysis revealed substantial heterogeneity in effect
sizes of an ADRA2A polymorphism (1780 C>T) across
studies, suggesting that more studies are warranted to
explain these findings [19]. Adrenergic «2A receptors are
important modulators of the prefrontal cortex (PFC) func-
tion, which is highly relevant to ADHD [3, 4], and there is
evidence that «2A receptors mediate directly the thera-
peutic effects of MPH in the PFC [2].

Some studies have already shown an effect of the
ADRA2A —1291 C>G polymorphism in the response to
treatment in psychiatric disorders, such as depression [33,
57] and schizophrenia [40]. In ADHD, three studies have
investigated the association between the —1291 C>G
polymorphism and the therapeutic response to MPH in
children samples [10, 12, 43]. In all studies, the presence of
the G-allele was associated with improvement in ADHD
symptoms after MPH treatment, providing additional evi-
dence for the involvement of the noradrenergic system in
the modulation of MPH action. Interestingly, the influence
of the ADRA2A —1291 C>G polymorphism in the response
to MPH treatment seems to be more specific for the
symptoms of inattention [12, 43], which is in accordance
with previous reports of an effect of the G-allele in the
inattentive dimension of ADHD [41, 46, 47, 49].

Thus, considering the possible effect of the ADRA2A
gene in therapeutic response to MPH treatment, the aim of
this investigation is to evaluate the association between
three ADRA2A polymorphisms and the clinical response to
MPH in a sample of adults with ADHD. In addition to the
most investigated ADRA2A polymorphism, —1291 C>G,
we selected two other (—262 G>A and 1780 C>T), since
there is evidence that the main haplotype families of the
gene can be characterized by these 3 markers [30].

Materials and methods
Subjects
The sample comprised 165 adults with ADHD from the

ADHD Outpatient Program at the Hospital de Clinicas de
Porto Alegre. The inclusion criteria were as follows: (a)
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Native-Brazilian of European descent; (b) age 18 years or
older; (c) fulfillment of DSM-IV diagnostic criteria for
ADHD [1], both currently and during childhood; and
(d) eligibility to immediate-release methylphenidate
(IR-MPH) treatment. Exclusion criteria were the presence
of: (a) clinical contra-indication to IR-MPH; (b) any sig-
nificant neurological disease (e.g., delirium, dementia,
epilepsy, head trauma, multiple sclerosis); (c) current or
past history of psychosis; (d) intelligence quotient (IQ)
<70, and (e) current clinically significant comorbid dis-
orders (excluding tobacco dependence, oppositional defiant
disorder (ODD), and antisocial personality disorder). The
project was carried out in accordance with the Declaration
of Helsinki and was approved by the Institutional Review
Board (IRB) of the hospital (IRB # 00000921). All patients
signed an informed consent. This protocol is part of a
larger study on predictors of MPH treatment response,
including phenotypic characteristics [56].

The diagnostic procedures in our unit have been described
elsewhere [16, 22, 25]. Briefly, diagnoses of ADHD and
comorbidities were achieved through the following
semi-structured interviews: (1) K-SADS-E (Schedule for
Affective Disorders and Schizophrenia for School-Age
Children-Epidemiologic Version), adapted to adults as
described in Grevet et al. [21] and Karam et al. [26], for
ADHD and ODD; (2) SCID-IV-R (Structured Clinical
Interview for DSM-1V) for the Axis I psychiatric comor-
bidities, and (3) M.LN.I (Mini-international Psychiatric
Interview) for the diagnoses of conduct and antisocial per-
sonality disorder. The estimated 1Q scores were obtained
from the vocabulary and block design subtests of the
Wechsler Adult Intelligence Scale—Revised (WAIS-R)
[58] administrated by a trained psychologist.

Pharmacological intervention and drug response

Patients were treated with weekly increases in IR-MPH
dose until symptom control or occurrence of limiting
adverse effects. All patients took at least the minimum
MPH dose of 0.3 mg/kg/day. Although this dose is con-
sidered low, there is evidence that it may be effective [48].
IR-MPH was administered twice or three times a day
according to the patient’s daily activities. Patients were
usually reassessed one or two times in a period of 30 days
after initiation and titration of IR-MPH. The final mea-
surements were taken after the 30th day of treatment.
The outcome measures of MPH treatment were the
Portuguese version of the Swanson, Nolan, and Pelham
Rating Scale version IV (SNAP-IV) [54] and the Clinical
Global Impression-Severity scale (CGI-S) [23]. Stimulants
side effects were assessed with the Barkley Side Effect
Rating Scale (SERS) [5]. All scales were applied at the
beginning of the treatment (baseline levels) and after the
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30th day of treatment. A detailed description of the
application of these scales in MPH pharmacogenetics is in
accordance with Contini et al. [11].

Drug response was assessed by both categorical and
dimensional approaches. The a priori categorical definition
of response was a 30% or greater symptom reduction in
SNAP-IV and a CGI-S score of two points or less. The
dimensional evaluation of drug response was measured by
the variation in SNAP-IV scores.

Laboratory methods

DNA was extracted from whole blood by an adaptation of
Lahiri and Nurnberger [31]. The ADRA2A —1291 C>G
(rs1800544) polymorphism was amplified using the poly-
merase chain reaction (PCR) conditions adapted from
Lario et al. [32] and Lima et al. [34]. The —262 G>A
(rs1800545) and the 1780 C>T (rs553668) polymorphisms
were genotyped using the Tagman SNP genotyping assays
(Applied Biosystems), according to the manufacture’s
recommended protocol.

Statistical analysis

Responders and non-responders were compared regarding
demographic characteristics, 1Q, baseline SNAP-IV, CGI-S
and SERS scores, ADHD subtype, comorbidities, use of
concomitant medication, and MPH dose. The chi-square
test was used for categorical variables and the ANOVA test
for continuous variables. The characterization of the link-
age disequilibrium and the estimation of the haplotypes
comprising the three ADRA2A polymorphisms were per-
formed with the MLOCUS program [35, 36].

The association between specific alleles or haplotypes
with the categorical response to MPH treatment was ana-
lyzed by logistic regression analyses. Genetic effects in the
dimensional variation in SNAP-IV scores after the MPH
treatment were analyzed by ANCOVA considering base-
line scores as covariates. Potential confounders (demo-
graphic characteristics, 1Q, ADHD subtype, comorbidities,
use of concomitant medication, and MPH dose) were
included as covariates using a statistical definition (asso-
ciation with both the study factor and outcome for a
P < 0.20) [37].

Results

The sample comprised 90 men and 75 women. The mean
age of the subjects was 35 years (+11). Ninety-three per-
cent of patients were currently employed, and the average
number of years of schooling was 13.9 (£3.6). The average
estimated full scale IQ of the sample is 101.6 (£9.5). Mean

baseline scores for the overall symptoms of ADHD
according to the SNAP-IV and CGI-S were 1.7 (£0.5) and
4.5 (£0.7), respectively. The most frequent comedications
were antidepressants and mood stabilizers, with no signif-
icant evidence for pharmacointeractions.

To confirm the general efficacy of MPH treatment in this
sample, we explored effects of its use over SNAP-IV total
scores during the first month of treatment. A significant
reduction in total scores was detected during the follow-up
period (t = 22.90; P < 0.001). One hundred and thirty-
seven patients (83%) responded to treatment (responders),
as defined by a 30% or greater symptom reduction in
SNAP-IV plus a CGI-S score of two points or less. Twenty-
eight participants (17%) failed to show a clinical response
to MPH. The characteristics of both groups (responders and
non-responders) are given in Table 1.

The estimated allele frequencies for the ADRA2A
polymorphisms were (1) 0.67 (C) and 0.33 (G) for the
—1291 C>G; (2) 0.88 (G) and 0.12 (A) for the —262 G>A
and (3) 0.80 (C) and 0.20 (T) for the 1780 C>T. Genotype
frequencies in all polymorphisms did not reveal a signifi-
cant deviation from expected values for the Hardy—Wein-
berg equilibrium (all P > 0.20). The haplotype analysis
revealed that the polymorphisms are in strong linkage
disequilibrium. The pairwise linkage disequilibrium was as
follows: —1291/—262: D' = 1.00, /* = 0.28, P < 0.001;
—1291/1780: D' = 0.95, r* = 0.46, P <0.001; —262/
1780: D' = 1.00, 2= 0.034, P < 0.001. The most fre-
quent haplotypes observed in our sample and respective
frequencies were C-1291/G-262/C1780 (0.67); G-1291/G-
262/T1780 (0.19), and G-1291/A-262/C1780 (0.12).

Considering the low frequency of homozygous geno-
types for the less frequent alleles, the statistical analyses
for the MPH response were performed between carries
(homozygous plus heterozygous) and non-carriers of the
rare alleles. In the haplotype analysis, we focused on the
risk haplotype for ADHD (G-1291/G-262/T1780) (carries
vs. non-carries), as suggested by Park et al. [41]. The
results of the stratified analysis of response to MPH are
presented in Tables 2 and 3. There were no significant
differences in genotype or haplotype frequencies between
MPH responders and non-responders in any ADRA2A
polymorphisms (Table 2). Likewise, there are no signifi-
cant effects of the ADRA2A polymorphisms on the
response to MPH evaluated through the variation between
pre- and post-treatment SNAP-IV scores (Table 3).

Discussion
This is the first pharmacogenetic investigation into

ADRA2A polymorphisms in adults with ADHD, a gene
with promising findings in previous studies of children
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Table 1 Demographic and clinical characteristics of the sample according to MPH response

Characteristic Total Responders Non-responders P*
N = 165 N =137 N =28
Age, median (£SD) 35 (£11) 34 (£11) 37 (£11) 0.18
Sex: Male, N (%) 90 (54.5) 71 (51.8) 19 (67.9) 0.12
1Q, median (+SD)* 101.6 (9.5) 101.7 (9.9) 101.4 (8.1) 0.91
ADHD subtype, N (%)°
Combined 92 (56.1) 79 (57.7) 13 (48.2) 0.60
Inattentive 64 (39.0) 52 (37.9) 12 (44.4)
Hyperactive 8 (4.9 6 (4.4) 2 (7.4)
Lifetime comorbid conditions, N (%)b
Any bipolar disorder 18 (11.0) 15 (11.0) 3 (10.7) 1.00
Major depression 50 (30.5) 46 (33.8) 4 (14.3) 0.04
Generalized anxiety disorder 19 (11.6) 16 (11.8) 3 (10.7) 1.00
Oppositional defiant disorder 57 (43.8) 48 (35.3) 9 (32.1) 0.75
Antisocial personality disorder 13 (7.9) 11 (8.1) 2(7.1) 0.87
Alcohol dependence 9 (5.5) 6 (4.4) 3 (10.7) 0.18
Nicotine use 72 (43.9) 62 (45.6) 10 (35.7) 0.34
SNAP-IV baseline scores, median (£SD)
Total 1.71 (£0.52) 1.73 (£0.51) 1.61 (£0.52) 0.26
Inattentive 1.86 (£0.54) 1.87 (£0.53) 1.81 (£0.62) 0.57
Hyperactivity-impulsivity 1.56 (£0.71) 1.59 (£0.70) 1.41 (£0.73) 0.22
Oppositional 0.85 (£0.63) 0.85 (+0.64) 0.85 (£0.58) 0.98
CGI-S baseline scores, median (£SD) 4.50 (£0.72) 4.56 (+0.74) 4.21 (£0.57) 0.02
Concomitant use of medication, N (%) 22 (13.3) 17 (12.4) 5 (17.9) 0.54
MPH dose, mg/kg median (£SD)
At baseline 0.15 (4£0.06) 0.15 (£0.06) 0.14 (£0.06) 0.69
At endpoint 0.52 (£0.20) 0.51 (£0.21) 0.53 (£0.16) 0.69
SERS baseline score, median (+=SD)° 38.37 (£23.55) 36.75 (£22.91) 45.83 (£25.68) 0.14

MPH methylphenidate hydrochloride, SD standard deviation, /Q intelligence coefficient, ADHD attention/deficit hyperactivity disorder, SNAP-IV
Swanson, Nolan, and Pelham scale version IV, CGI-S clinical global impression, severity scale, SERS Barkley effect rating scale

* Responders and non-responders were compared using the chi-square (categorical variables) or the ANOVA test (continuous variables)
* Total N = 140; responders N = 115, non-responders N = 25

° One patient with missing information

¢ Total N = 101; responders N = 83, non-responders N = 1

Table 2 Association of ADRA2A polymorphisms with categorical response to MPH

ADRA2A polymorphism Genotype (N) Responders Non-responders P* OR (CD)
N (%) N (%)

—1291 C>G CC (64) 53 (44.2) 11 (45.8) 1.00* 1.00 (0.41-2.45)
CG+GG (80) 67 (55.8) 13 (54.2)

—262 G>A GG (125) 106 (78.5) 19 (70.4) 0.55¢ 0.75 (0.29-1.94)
GA+AA (37) 29 (21.5) 8 (29.6)

1780 C>T CC (100) 85 (63.4) 16 (59.3) 0.34™° 0.65 (0.26-1.57)
CT+TT (60) 49 (36.6) 11 (40.7)

Haplotype —1291G/—-262G/1780T (59) 49 (36.3) 10 (37.0) 0.73* 0.86 (0.36-2.06)
Others (103) 86 (63.7) 17 (63.0)

ADRA2A adrenergic «2A receptor gene, MPH methylphenidate hydrochloride, OR odds ratio, CI confidence interval

* Calculated by logistic regression analyses. Potential confounders considered in analyses: * age;
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sex; ¢ alcohol dependence (lifetime)
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Table 3 Association of ADRA2A polymorphisms with response to MPH according to SNAP-IV scores

ADRA2A Genotype (N) Hyperactivity Inattention Total ADHD Opposition

Polymorphism

A SNAP-IV  P* A SNAP-IV  p* A SNAP-IV  p* A SNAP-IV  P*

—1291 C>G  CC (64) 0.87 0.59*  1.00 0.33° 0.93 0.85° 0.50 0.63¢
CG+GG (80) 0.89 1.17 1.03 0.46

—262 G>A GG (125) 0.88 0.42*  1.07 0.86><f  0.97 0.58° 0.49 0.24%f
GA+AA (37) 0.92 1.23 1.07 0.48

1780 C>T CC (101) 0.94 0.20*% 1.12 0.62"*" 1.03 0.54° 053 0.60%&"
CT+TT (60) 0.79 1.09 0.94 0.41

Haplotype —1291G/—-262G/1780T (59) 0.82 0.20*% 1.11 0.81° 0.96 0.69° 0.41 0.54%&
Others (103) 0.93 1.10 1.01 0.52

ADRAZ2A adrenergic o2A receptor gene, MPH methylphenidate hydrochloride, SNAP-IV Swanson, Nolan, and Pelham scale version IV, SD
standard deviation, 4 SNAP-IV baseline—endpoint SNAP-IV scores (mean £+ SD)

* Calculated by ANCOVA. Potential confounders considered in analyses: * hyperactivity baseline SNAP-IV scores; ® inattention baseline
SNAP-IV scores; © total baseline SNAP-IV scores; ¢ opposition baseline SNAP-IV scores; © sex; ' MPH dose (at endpoint); & nicotine use; " age;

' concomitant use of medication

with ADHD. However, we found no evidence of associ-
ation between three ADRA2A polymorphisms (—1291
C>G, —262 G>A, and 1780 C>T) or haplotypes and the
response to MPH treatment. Although there are three
previous ADRA2A pharmacogenetic studies, all of them
with positive findings, none of them included adults.
Furthermore, we assessed two additional ADRA2A poly-
morphisms, which were never investigated in ADHD
pharmacogenetic studies, and performed a haplotype
analysis.

The therapeutic response to MPH, similarly to other
drugs, is the result of a complex matrix of factors in which
several genes may play a part [53]. The fact that we did not
find a putative association is consistent with the complex
effect of the ADRA2A gene in ADHD etiology [19]. Con-
sidering the significant heterogeneity found in the meta-
analysis of association studies [19], we cannot rule out the
possibility of heterogeneity in pharmacogenetic studies as
well. The effect of ADRA2A polymorphisms may be related
to other phenotypes, such as tobacco smoking [44] and
personality [13], which could mediate the response to the
treatment.

Of special interest is the fact that the all positive results
for the ADRA2A gene in ADHD pharmacogenetic studies
were found in pediatric samples, where the male/female
ratio is approximately 3:1. In our sample, however, this
proportion is near 1:1. This is consistent with the reported
differences in male/female ratios between children and
adults with ADHD [14, 18, 22, 39]. Thus, this gender
difference in the sample composition of ADHD children
and adults might influence pharmacogenetic results. This
hypothesis is supported by a post-hoc finding that
the subsample of men carrying the G-allele of the ADRA2A
—1291C>G polymorphism tended to show lower

inattentive scores after MPH treatment than subjects
without the G-allele (P = 0.08, data not shown).

Our study should be understood in the context of some
limitations. This is not a controlled, but a naturalistic
design; we did not have a placebo arm in this trial, so we
did not have an internal control to correct for any effect of
time. The rate of improvement in ADHD symptoms,
however, was similar to those generally found in placebo-
controlled studies. In addition, this limitation would be
more severe if the placebo response was related to the
ADRAZ2A polymorphisms assessed, which is unlikely. The
lack of a strictly standardized medication titration is
another limitation of our study. However, the fact that all
patients were treated in a comparable manner by the same
experienced psychiatrist trained in our protocol minimizes,
to some extent, the limitations of the approach. Negative
findings are not surprising in pharmacogenetic studies of
ADHD. Currently, there is no known genetic polymor-
phism with substantial evidence for involvement in MPH
treatment response, notably in adults [17, 27]. Another
issue, considering the small effect of ADRA2A in ADHD, is
the risk of a type II error. Our sample size, however, is
similar to previous studies and analyses one of the largest
samples of adults with ADHD ever presented in pharma-
cogenetic investigations. Therefore, if this gene plays a role
in the response to MPH in ADHD patients, we propose that
the effect would be small and of limited clinical relevance
or limited to a subset of patients (e.g., men). In conclusion,
our findings fail to support a significant role of three rel-
evant ADRA2A polymorphisms in the clinical response to
MPH treatment in ADHD, at least among Brazilian adults.
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Abstract

Results from pharmacogenetic investigations of MPH response in ADHD patients
are scarce, especially among adults. This study investigates the role of genetic
variants in different candidate genes (SLC6A4, HTR1B, TPH2, DBH, DRDA4,
COMT and SNAP25) in the response to MPH in a sample of 165 adults. Genes
were chosen due to previous evidence for an influence in ADHD susceptibility. No
significant differences in allele or genotype frequencies between MPH responders
and non-responders were detected. In conclusion, our findings do not support an

effect of these genes in ADHD pharmacogenetics.

Keywords: Attention-deficit/hyperactivity disorder; Pharmacogenetics;

Methylphenidate; Serotonin; Dopamine
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Introduction

Attention-deficit/ hyperactivity disorder (ADHD) is a complex and highly
heritable neuropsychiatric disorder that affects children and adults worldwide. It is
characterized by symptoms of inattention, impulsivity and hyperactivity to a degree
that is inconsistent with normal developmental level (Purper-Ouakil et al. 2011).

There is abundant evidence that the treatment with the psychostimulant
methylphenidate (MPH) is strongly efficient in attenuating ADHD symptoms in
children and adults patients. Nevertheless, approximately 30% of the patients do
not show a satisfactory clinical response to the treatment (Wilens 2008; Heal et al.
2009).

Pharmacogenetic investigations of MPH response in ADHD patients have
focused mainly in genes of the catecholamine pathway (Kieling et al. 2010;
Froehlich et al. 2010; Polanczyk et al. 2010). Although some variants have been
significantly associated with the response to the treatment, the results are still not
conclusive and additional studies are required. In this context, the objective of our
study is to investigate the role of genetic variants in the response to MPH in a
sample of adults with ADHD. We selected eleven polymorphisms in seven genes
that have already been investigated in children samples: serotonin transporter
(SLC6A4) and receptor 1B (HTR1B), tryptophan hidroxilase-2 (TPH2), dopamine
beta hidroxilase (DBH), dopamine D4 receptor (DRD4), catechol-O-
methyltransferase (COMT) and synaptosomal-associated protein 25 (SNAP25). All
these genes present significant evidence for association with ADHD or significant
heterogeneity in effect size across studies in a meta-analytic review. Therefore,

they are strong candidate genes for a pharmacogenetic study (Gizer et al. 2009).

Materials and Methods

Subjects
The sample is composed by 165 adults with ADHD from the ADHD
Outpatient Program at the Hospital de Clinicas de Porto Alegre, RS, Brazil. The
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inclusion criteria were: a) Native-Brazilian of European descent; b) age 18 years or
older; c) fulfilment of DSM-IV diagnostic criteria for ADHD (American Psychiatric
Association 1994); and d) eligibility to immediate-release methylphenidate (IR-
MPH) treatment. Exclusion criteria were the presence of: a) clinical contra-
indication to IR-MPH; b) any significant neurological disease (e.g., delirium,
dementia, epilepsy, head trauma, multiple sclerosis); c) current or past history of
psychosis; d) intelligence quotient (IQ)<70 and e) current clinically significant
comorbid disorders (excluding tobacco dependence, oppositional defiant disorder
(ODD) and antisocial personality disorder). The project was carried out in
accordance with the Declaration of Helsinki and was approved by the Institutional
Review Board (IRB) of the hospital (IRB # 00000921). All patients signed an
informed consent.

The diagnostic procedures for ADHD and comorbidities in our unit have been
described elsewhere (Grevet et al. 2005; Fisher et al. 2007; Kalil et al. 2008;
Karam et al. 2009).

Pharmacological Intervention and Drug Response
This protocol is part of a larger study on predictors of MPH treatment
response, including phenotypic characteristics (Victor et al. 2009) and
pharmacogenetic studies (Contini et al. 2010, 2011). A detailed description of this
pharmacogenetic protocol is in Contini et al. (2011). Briefly, patients were treated
with weekly increases in IR-MPH dose until symptom control or occurrence of
limiting adverse effects. All patients took at least the minimum MPH dose of 0.3
mg/kg/day. The outcome measures of MPH-treatment were the Portuguese
version of the Swanson, Nolan and Pelham Rating Scale-version IV (SNAP-1V)
(Swanson 1992) and the Clinical Global Impression-Severity scale (CGI-S) (Guy
1976), applied at the beginning of the treatment (baseline levels) and after the 30"
day of treatment.
Drug response was assessed by both categorical and dimensional
approaches. The a priori categorical definition of response was a 30% or greater

symptom reduction in SNAP-IV and a CGI-S score of two points or less. The
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dimensional evaluation of drug-response was measured by the variation in SNAP-

IV scores.

Laboratory Methods

DNA was extracted from whole blood by an adaptation of Lahiri and
Nurnberger (1991). The polymorphisms in DRD4 (VNTR exon 3), SLC6A4 (5-
HTTLPR), DBH (rs1611115) and HTR1B (rs6296) genes were amplified using the
polymerase chain reaction (PCR) conditions adapted from Roman et al. (1999),
Grevet e al. (2007), Kohnke et al. (2002) and Guimardes et al. (2009),
respectively. The remaining polymorphisms (HTR1B-rs11568817, HTR1B-
rs13212041, TPH2-rs1843809, TPH2-rs4570625, COMT-rs4680, SNAP25-
rs3746544 and SNAP25-rs363020) were genotyped using the Tagman SNP
genotyping assays (Applied Biosystems), according to the manufacturer's

recommended protocol.

Statistical Analysis

The association between specific alleles or genotypes with the categorical
response to MPH treatment was analyzed by logistic regression analyses. Genetic
effects in the dimensional variation in SNAP-IV scores after the MPH treatment
were analyzed by ANCOVA considering baseline scores as covariates. Potential
confounders (demographic characteristics, 1Q, ADHD subtype, comorbidities, use
of concomitant medication and MPH dose) were included as covariates using a
statistical definition (association with both the study factor and outcome for a
p<0.20) (Maldonado and Greenland 1993). All analyses were conducted using
SPSS version 18.0 software (SPSS Inc., USA).

Results

The demographic and clinical characteristics of the sample are described in
Table 1. According to our a priori categorical definition of MPH treatment

response, one hundred and thirty-seven patients (83%) were classified as

72



responders. Twenty-eight participants (17%) failed to show a clinical response to
the treatment. The characteristics of both groups (responders and non-
responders) are given in Table 1.

The estimated allele frequencies for the polymorphisms in our sample are in
Table 2. The genotype distribution in all polymorphisms are in Hardy-Weinberg
equilibrium (all P>0.10). The statistical analysis for MPH response was performed
between carriers vs. non-carriers of the risk allele. The specific allele or genotype
tested was defined by results of previous ADHD pharmacogenetic studies or by
the frequency of the rare allele.

There were no significant differences in allele or genotype frequencies
between MPH responders and non-responders in any polymorphisms (Table 2).
Likewise, there are no significant effects of the polymorphisms on the response to
MPH evaluated through the variation between pre and post-treatment SNAP-IV
scores (all P> 0.20; data not shown).

Discussion

This study suggests that a group of genes with strong evidence for a role in
childhood ADHD is not associated with response to MPH in adults with ADHD.
Except for DBH, all genes that we studied have already been investigated in
ADHD pharmacogenetics. However, it is important to note, that almost all studies
were conducted in children samples. In adults, only the DRD4 gene was
investigated and, in agreement with our results, no significant genetic effects on
MPH response were detected (Kooij et al. 2008).

In general, the results from MPH pharmacogenetic studies, even in children
samples, are still not conclusive, especially for DRD4, COMT and SNAP25 genes.
In these cases, there are reports of both effects and non-effects on the MPH
response and more studies are needed to dissect and confirm these results. On
the other hand, the results regarding the serotonergic genes are more consistent,

excluding an important role of this neurotransmitter system in the response to
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MPH treatment in children (Kieling et al. 2010; Froehlich et al. 2010; Polanczyk et
al. 2010).

We recognize that our study present some limitations that should be taken
in account. First, this is not a controlled, but a naturalistic design; we did not have
a placebo group in this trial, so we did not have an internal control to correct for
any effect of time. The rate of improvement of ADHD symptoms, however, was
similar to those generally found in placebo-controlled studies. The second point is
the minimum MPH dose of 0.3 mg/kg/day, which is considered low. Although there
is evidence that it may be effective (Rosler et al. 2009), we can not rule out the
possibility that some patients could require robust dosing of MPH to attain an
adequate clinical response. The lack of a strictly standardized medication titration
is another limitation of our study. However, the fact that all patients were treated in
a comparable manner by the same experienced psychiatrist trained in our protocol
minimizes, to some extent, the limitations of the approach. Another issue is the
risk of a type Il error. Our sample size, however, is similar to previous studies, and
analyzes one of the largest samples of adults with ADHD ever presented in
pharmacogenetic investigations.

In conclusion, our findings fail to support a significant role of seven relevant
genes in the clinical response to MPH treatment in ADHD, at least among
Brazilian adults. Together with our previous findings for the DAT1 (Contini et al.
2010) and ADRA2A (Contini et al. 2011) genes, we suggest that the classical
candidate genes in ADHD susceptibility do not show relevant effects on MPH

response.
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Table 1: Demographic and clinical characteristics of the sample according to MPH response

Characteristic Total Responders  Non-responders  P*
N=165 N=137 N=28
Age, median (£SD) 35 (x11) 34 (£11) 37 (£11) 0.18
Sex: Male, N (%) 90 (54.5) 71 (51.8) 19 (67.9) 0.12
IQ, median (+SD)* 101.6 (9.5) 101.7 (9.9) 101.4 (8.1) 0.91
ADHD subtype, N (%)°
Combined 92 (56.1) 79 (57.7) 13 (48.2) 0.60
Inattentive 64 (39.0) 52 (37.9) 12 (44.4)
Hyperactive 8 (4.9 6 (4.4) 2(7.4)
Lifetime comorbid conditions, N (%)"
Any bipolar disorder 18 (11.0) 15 (11.0) 3(10.7) 1.00
Major depression 50 (30.5) 46 (33.8) 4 (14.3) 0.04
Generalized anxiety disorder 19 (11.6) 16 (11.8) 3(10.7) 1.00
Oppositional defiant disorder 57 (43.8) 48 (35.3) 9(32.1) 0.75
Alcohol dependence 9 (5.5) 6 (4.4) 3(10.7) 0.18
Nicotine use 72 (43.9) 62 (45.6) 10 (35.7) 0.34
SNAP-1V baseline scores, median (£SD)
Total 1.71 (x0.52) 1.73 (x0.51) 1.61 (x0.52) 0.26
Inattentive 1.86 (+0.54) 1.87 (£0.53) 1.81 (+0.62) 0.57
Hyperactivity-impulsivity 1.56 (+0.71) 1.59 (+0.70) 1.41 (£0.73) 0.22
Oppositional 0.85 (+0.63) 0.85 (+0.64) 0.85 (+0.58) 0.98
CGI-S baseline scores, median (£SD) 4.50 (x0.72) 4.56 (x0.74) 4.21 (x0.57) 0.02
Concomitant use of medication, N (%) 22 (13.3) 17 (12.4) 5(17.9) 0.54
MPH dose, mg/kg median (xSD)
At baseline 0.15 (x0.06) 0.15 (x0.06) 0.14 (+0.06) 0.69
At endpoint 0.52 (x£0.20) 0.51 (x0.21) 0.53 (£0.16) 0.69

SERS baseline score, median (+SD)° 38.37 (£23.55) 36.75 (£22.91) 45.83 (x25.68) 0.14

MPH, methylphenidate hydrochloride; SD, standard deviation; 1Q, intelligence coefficient; ADHD,
attention/deficit-hyperactivity disorder; SNAP-IV, Swanson, Nolan, and Pelham Scale version IV; CGI-S,
Clinical Global Impression, Severity scale; SERS,Barkley Effect Rating scale

* Responders and non-responders were compared using the chi-square (categorical variables) or the
ANOVA test (continuous variables)

® Total N=140; Responders N=115, Non-responders N=25

® One patient with missing informartion

¢ Total N=101; Responders N=83, Non-responders N=18 This table was originally published in Contini et al. (2011)
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Table 2: Association of candidate gene polymorphisms and categorical response to MPH

Gene/ Polymorphism Allele frequencies Genotype Res',\lpcz&c)lers Non-rﬁs(p;/(z; ders p*
HTR1B/ rs11568817 T (0.51)/ G (0.49) Presence allele G 93 (71.0) 20 (76.9) 0.87%"
HTR1B/ rs6296 G (0.74)/ C (0.26) Presence allele G 117 (92.1) 24 (92.3) 0.87°
HTR1B/ rs13212041 A (0.83)/ G (0.17) Homozygous A 95 (70.9) 18 (66.7) 0.82"¢
SLC6A4/ 5-HTTLPR L (0.57)/ S (0.43) Presence allele S 94 (71.8) 19 (70.4) 0.81°
TPH2/ rs1843809 T (0.84)/ G (0.16) Homozygous T 93 (68.4) 23 (82.1) 0.17°
TPH2/ rs4570625 G (0.75)/ T (0.25) Presence allele T 58 (44.6) 13 (46.4) 0.81°
DBH/ rs1611115 C (0.79)/ T (0.21) Homozygous C 81 (61.8) 17 (63.0) 0.91
DRD4/ VNTR exon 3 4R (0.67)/ 7R (0.21)** Presence allele 7R 52 (40.6) 9 (33.3) 0.69°
COMT/ rs4680 Val (0.54)/ Met (0.46) Presence allele Met 96 (70.6) 21 (75.0) 0.26*¢
SNAP25/ rs3746544 T (0.66)/ G (0.34) Homozygous T 57 (41.9) 13 (46.4) 0.68
SNAP25/ rs363020 A (0.92)/ T (0.09) Homozygous A 113 (83.7) 21 (75.0) 0.10*¢

MPH, methylphenidate hydrochloride; HTR1B, serotonin 1B receptor gene; SLC6A4, serotonin transporter gene;
5-HTTLPR, serotonin transporter gene-linked polymorphic region; TPH2, tryptophan hidroxylase-2 gene; DSH,

dopamine beta hidroxilase gene; DRD4, dopamine D4 receptor gene; VNTR, variable number of tandem repeats;
COMT, catechol-O-methyltransferase gene; SNAP25, synaptosomal-associated protein 25 gene;
CGI-S, clinical global impression
* Calculated by logistic regression analyses. Potential confounders considered in analyses: a) sex; b) alcohol
dependence; c¢) age; d) baseline CGI-S
** Most frequent alleles: 4-repeats and 7-repeats. Other alleles include: 2R (0.05), 3R (0.02), 5R (0.03), 6R (0.015)

and 8R (0.005)
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Abstract

Animal and human studies have suggested that the serotonergic system plays an
important role in alcohol consumption and abuse, mainly due to the serotonin
receptor 1B (5-HT3g) function in the mesolimbic reward pathway. Association
studies between the HTR1B gene variants and alcoholism have found significant
results. There is also evidence for a complex balancing regulation of the gene by
two functional variants in the promoter region (rs11568817 and rs130058), which
are in linkage disequilibrium. The aim of this study is to investigate the role of the
most relevant variants (rs11568817, rs130058, rs6296 and rs13212041) of the
HTR1B gene in the susceptibility to alcohol dependence. The sample comprised
136 Brazilian alcoholics of European descendent and 237 controls. The results
suggest an association between a functional variant of the gene (rs11568817) and
alcohol dependence (p=0.001). The pattern of distribution of haplotypes was
significantly different between patients and controls (p<0.0001), which is
consistent with the role of the two functional variants of the promoter region. In
conclusion, our findings point to an association between functional variants in the
promoter region of the HTR1B gene and alcohol dependence, supporting previous
neurobiological evidences of the involvement of HTR1B variations in alcohol-

related phenotypes.

Key words: alcoholism; HTR1B gene; association study; haplotype analysis
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1. Introduction

Alcohol dependence is a common and clinically heterogeneous disease,
frequently comorbid with many other mental illnesses (Hartz and Bierut, 2010). It
iIs widely accepted that both genetic and environmental factors influence the
etiology of alcohol dependence, and several epidemiological studies have
estimated the heritability as around 64% (Tyndale, 2003). Although the results of
genome-wide association studies for alcoholism have not revealed strong findings
(Edenberg et al., 2010; Treutlein et al., 2009), the candidate gene approach may
still provide significant findings since the polymorphisms and haplotypes studied
may be carefully chosen based on a hypothesis-oriented approach. Although there
is strong evidence that alcohol metabolism-related genes play a part in alcohol
dependence, these genes account for only a small proportion of the genetic
variance (Hartz and Bierut, 2010; Huang, 2010; Osby et al., 2010). Therefore,
several efforts to identify other genetic variants associated with the susceptibility to
alcoholism have been focusing on genes involved in the neurotransmitter
regulation (Huang, 2010; McHugh et al., 2010).

The serotonergic system plays an important role in the rewarding and
reinforcing properties of alcohol consumption, mainly due to the serotonin receptor
1B (5-HT1g) (Koob, 2009). In rats, the overexpression of 5-HTg receptors on
nucleus accumbens projection neurons is associated with increased ethanol
consumption (Furay et al., 2010; Hoplight et al., 2006). In humans, a heuroimaging
study suggested that alcoholics have increased 5-HT,g receptors in the ventral
striatum, including the globus pallidus and the nucleus accumbens, when
compared with healthy control subjects (Hu et al., 2010). It is noteworthy that
these brain regions are part of the mesolimbic reward pathway, which is relevant
in alcohol consumption and abuse.

Most of the association studies between the serotonin receptor 1B gene
(HTR1B) and alcohol dependence in humans focused on a synonymous single
nucleotide polymorphism (SNP), rs6296 (G861C), and the first association study
reported an overrepresentation of the rs6296-C allele in antisocial alcoholic

subjects (Lappalainen et al., 1998). Although there have been some replications
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since this initial study (Hasegawa et al., 2002; Soyka et al., 2004), other studies
have provided inconsistent findings (Fehr et al., 2000; Hill et al., 2002; Huang et
al., 2003). Huang et al. (1999) observed that the binding to 5-HT;z in postmortem
brain prefrontal cortex is slightly increased in subjects homozygous for the rs6296-
G allele, but no direct functional effects of this polymorphism have been identified.
It is possible that another variant in linkage disequilibrium (LD) with rs6296 is the
underlying mechanism for the alteration in binding to 5-HTig associated with
rs6296.

Although the human HTRI1B is a short (1137pb) and intronless gene, it
contains several polymorphisms in the coding sequence and surrounding 5" - and
3’-unstranlated regions (UTRs) (Sanders et al., 2002). Sun et al. (2002) found an
association between the rs130058 (A-161T) variant, located in the 5’UTR, and
alcohol dependence in Taiwanese Han. Expression studies suggest that this
variant affect the reporter gene activity (Sun et al., 2002) and point towards a
complex balancing regulation of the HTR1B gene by two functional variants in the
promoter region, rs130058 and rs11568817 (T-261G) (Duan et al., 2003). The
linkage disequilibrium between rs130058, rs11568817 and rs6296 polymorphisms
(Duan et al., 2003; Proudnikov et al., 2006) may explain the previous findings with
the rs6296 variant.

Currently, there is evidence that at least one polymorphism in the 3’'UTR of
the HTR1B gene may also be a modulator of gene expression. Jensen et al.
(2009) have identified a variant rs13212041 (A1997G) that seems to be a target
for repression by microRNA-direct silencing. In this case, the inclusion of this
polymorphism in haplotype studies could extend the understanding of the
functional variation within the HTR1B gene. Two HTR1B haplotype association
studies were performed in alcohol dependence, with negative results (Kranzler et
al., 2002; Sinha et al., 2003). In both cases, three polymorphisms were included
(rs11568817, rs6298 and rs6296) but rs130058 and rs13212041 were not
included.

In this study we investigated the possible role of a set of four HTR1B
polymorphisms (rs11568817, rs130058, rs6296 and rs13212041) in the

susceptibility to alcohol dependence. This is the largest representation of HTR1B
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genetic variation ever included in haplotype-based association studies in

alcoholism.

2. Materials and Methods

2.1 Subjects

The alcohol dependence sample is composed of 136 Brazilian males
interviewed in an alcoholism treatment ward. The mean age is 41.15 (+9.78) and
the mean educational level is 6.55 (£3.37) years of formal schooling. The
diagnosis process followed the DSM-IV criteria (American Psychiatric Association,
2000), and the interview for alcohol dependence and lifetime comorbidities was
performed with the Semi-Structured Assessment for the Genetics in Alcoholism
(SSAGA) (Bucholz et al., 1994). The treatment ward receives patients with a
severe dependence and frequent comorbid psychopathology. Forty-seven (34.5%)
patients presented major depressive disorder and 21 (15.4%) antisocial
personality disorder. Twenty-one (15.4%) attempted suicide and 52 (38.2%) had
suicide ideation. lllegal drug abuse (mostly marijuana, followed by cocaine) was
present in 30 (22%) individuals and nicotine dependence in 121 (88.9%).

The control group for allele and genotype frequencies is composed of 237
Brazilian replacement blood donor males assessed in a blood bank. The mean
age of this sample is 34.01 (x10.13). Exposure to alcohol was measured by the
CAGE questionnaire (Ewing, 1984). This instrument is a combination of four
guestions for the screening (but not definitive diagnosis) of alcoholism. A total of
two or more positive answers suggest alcohol abuse or dependence. Although 8%
of the individuals sampled answered positively to two items, none of them was
probable alcohol dependent considering their alcohol drinking patterns.

All individuals included in this study (patients and controls) are Brazilians of
European descendent ascertained in Porto Alegre, the capital of Rio Grande do
Sul, the Southernmost state of Brazil. The degree of African admixture in this
European-derived population is smaller than in other Brazilian states and has been

estimated as approximately 6% (Zembrzuski et al., 2006). Considering the lack of
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population structure among the European descendents from the state of Rio
Grande do Sul (Zembrzuski et al., 2006), specifically in Porto Alegre (Santos et al.,
2010), population stratification is unlikely (Hutchison et al., 2004). Accordingly, the
allele frequencies of several genes studied in this control group are equivalent to
those of other European control samples (Contini et al., 2006; Freire et al., 2005,
2006; Marques et al., 2006; Polina et al., 2009; Prestes et al., 2007a, b).

All  subjects signed an informed consent approved by the Ethics
Committees of the Hospital and the Federal University of Rio Grande do Sul.

2.2 Laboratory Methods

The DNA was extracted from whole blood by an adaptation of the method of
Lahiri and Nurnberger (1991). The HTR1B rs11568817, rs130058 and rs6296
polymorphisms were amplified using the polymerase chain reaction (PCR)
conditions adapted from Guimarées et al. (2009). The rs13212041 variant was
genotyped using the Tagman SNP genotyping assays (Applied Biosystems),

according the manufacturer’'s recommended protocol.

2.3 Statistical Analyses

The characterization of the LD and the estimation of haplotypes comprising
the HTR1B polymorphisms were performed with the MLOCUS program (Long et
al.,, 1995, 1999). The analyses of Hardy-Weinberg equilibrium, differences in
allele, genotype and haplotype frequencies between patients and controls and the
presence of comorbidities were analyzed by the chi-square test. The haplotype
analysis was restricted to haplotypes with frequency =0.05.

All analyses were conducted using SPSS version 12.0 software (SPSS Inc.,
USA). The Bonferroni procedure was applied considering the pattern of
correlations between the variables included in the study, since independence
between variables is an assumption for such corrections. The variance in the
“‘outcome” variables could be ascribed to three main factors: (a) alcohol
dependence case-control; (b) presence of internalizing comorbidities (major
depressive disorder) and (c) presence of externalizing comorbidities (illegal drug

abuse, nicotine dependence and antisocial personality disorder). Considering that
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all HTR1B polymorphisms are in strong LD, there were two genetic variables
(genotypes and haplotypes). Therefore, the number of independent comparisons
to correct for was 6 and the p value set at 0.008.

3. Results

Allele and genotype frequencies of the HTR1B polymorphisms in patients
and controls are presented in Table 1. The genotype distributions among the
samples did not deviate from the values expected according to Hardy-Weinberg
equilibrium in any polymorphism analyzed (all p>0.2). We observed a significant
difference in the genotype and allele frequencies of the rs11568817 polymorphism
between patients and controls (Genotype %°=14.33, p=0.001; Allele y*=12.19,
p<0.0001). The chi-square residual analysis revealed a higher frequency of the —
rs11568817-G allele among patients with alcohol dependence. No significant
differences in allele and genotype frequencies between patients and controls were
found in the other HTR1B polymorphisms (rs130058, rs6296 and rs13212041).

The haplotype analysis revealed that the rs11568817, rs130058, rs6296
and rs13212041 polymorphisms are in strong LD in patients and controls. The
pairwise LD estimates for patients were as follow: rs11568817/rs130058 -
D’=1.00, r?=0.27, p<0.0001; rs11568817/rs6296 — D’=0.59, r°=0.20, p<0.0001;
rs11568817/rs13212041 — D’=0.41, r’=0.06, p<0.0001; rs130058/rs6296 —
D’=1.00, r’=0.15, p<0.0001; rs130058/rs13212041 — D’=1.00, r’=0.09, p<0.0001;
rs6296/rs13212041 — D’=1.00, r’>=0.11, p<0.0001. D’ values in the control group
ranged from 0.87 to 0.97 (all p<0.0001).

Patients and controls presented significant differences in the estimated
haplotype frequencies (Table 2). The chi-square residual analysis revealed two
specific haplotypes that are more frequent in patients (G/A/G/G and G/A/C/A, for
rs11568817, rs130058, rs6296 and rs13212041, respectively) (p<0.0001).

None of the comorbid disorders investigated, major depressive disorder,
antisocial personality disorder, illegal drug abuse and nicotine dependence were

associated to the HTR1B polymorphisms or haplotypes (all p>0.10).
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4. Discussion

This study provides further evidence for the interplay of different HTR1B
polymorphisms in the susceptibility to alcohol dependence. The results are
consistent with previous positive association findings between HTR1B and
alcoholism (Hasegawa et al., 2002; Lappalainen et al., 1998; Lee et al., 2009;
Soyka et al., 2004; Sun et al., 2002). The new and interesting finding observed
here is the association between alcohol dependence and the G allele of the
HTR1B rs11568817 polymorphism. This association could also be confirmed in an
independent sample using imputed data (Frank et al.,, 2011, personal
communication; for description of study sample see Treutlein et al., 2009), where
marginal significant association (p=0.03, one-tailed) with the same allele was
obtained. Supporting this finding, the haplotype analysis revealed two haplotypes
containing the rs11568817-G allele that are significantly more frequent in alcohol
dependent subjects. These results remained significant even after Bonferroni
correction for multiple tests.

The rs11568817-G allele is associated with an enhanced transcriptional
activity but its effect could be reverted by another functional variant in the promoter
segment (rs130058). In fact, the net functional effect on transcription is null when
the rs11568817-G and rs130058-T alleles are in the same haplotype (Duan et al.,
2003). In our sample, both haplotypes associated with alcohol dependence
(G/IA/G/G and G/AIC/A) contain the GA pairing at the positions rs11568817 and
rs130058 and thus could be classified as higher activity haplotypes. A third
haplotype containing the GA pairing (G/A/G/A) is also more frequent in the
alcoholic sample, although this difference is not statistically significant considering
the residual analysis. The remaining haplotypes, which could be classified as
lower activity, are more frequent in the control sample. Therefore, as a whole, our
results point to an association between functional variants in the promoter region
of the HTR1B gene and alcohol dependence.

The association found in this study between a high-activity variant of the
HTR1B gene and alcohol dependence is consistent with the hypothesis that 5-

HT1g receptors indirectly enhance dopaminergic tone in the mesolimbic reward
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pathway through the inhibition of GABAergic neurotransmission (Furay et al.,
2010). Genetic variants associated with enhanced HTR1B transcription could in
this way be a susceptibility factor to alcoholism.

The present association finding based on a relatively small sample size
should be interpreted with caution, at least until a sufficient number of additional
studies allow the performance of a meta-analysis of association studies between
HTR1B polymorphisms and alcoholism. These additional studies should be
performed both in additional samples of the same population and in other
populations. The strength of the finding is that it adds to previous neurobiological
evidences that HTR1B variations are involved in alcohol dependence (Hu et al.,
2010; Koob, 2009). Despite de lack of robust findings in genome-wide association
studies, the relevance of alcohol dependence in public health demands the
individual and analytical consideration of all plausible candidate genes. In this way,
the small effect size attributable to alcohol metabolism genes does not mean that
they are irrelevant in alcohol dependence. On the contrary, they help to
understand the pathophysiology of the disorder. In conclusion, our findings support
the involvement of the HTR1B gene in the liability to alcohol dependence and

suggest that more studies should be conducted in this topic.
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Table 1. Genotype and allele frequencies of the HTR1B
polymorphisms in alcohol dependent patients and controls

Polymorphism Alcoholics (N=136) Controls (N=237)

N (%) N (%)

rs11568817

Genotypes

TT 18 (14.1) 71 (31.0)

TG 72 (56.3) 115 (50.2)

GG 38 (29.7) 43 (18.8)

Alleles

T 108 (0.42) 257 (0.56)

G 148 (0.58) 201 (0.44)
rs130058

Genotypes

AA 67 (52.3) 120 (50.6)

AT 53 (41.4) 96 (40.5)

TT 8 (6.3) 21 (8.9)

Alleles

A 187 (0.73) 336 (0.71)

T 69 (0.27) 138 (0.29)
rs6296

Genotypes

GG 64 (47.8) 110 (46.6)

GC 60 (44.8) 106 (44.9)

CcC 10 (7.5) 20 (8.5)

Alleles

G 188 (0.7) 326 (0.69)

C 80 (0.3) 146 (0.31)
rs13212041

Genotypes

AA 80 (61.1) 148 (62.4)

AG 45 (34.4) 79 (33.3)

GG 6 (4.6) 10 (4.2)

Alleles

A 205 (0.78) 375 (0.79)

G 57 (0.22) 99 (0.21)

rs11568817: Genotypes x2=14.33, p=0.001; Alleles x2=12.75, p<0.001
rs130058: Genotypes x2=0.78, p=0.68; Alleles x2=0.28, p=0.60
rs6296: Genotypes x2=0.13, p=0.94; Alleles %2=0.05, p=0.82
rs13212041: Genotypes x2=0.08, p=0.96; Alleles ¢2=0.03, p=0.86
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Table 2. Haplotype frequencies of the HTR1B polymorphisms in alcohol-dependent

patients and controls

Polymorphism Alcoholics  Controls N
rs11568817 rs130058 rs6296  rs13212041  (N=133) (N=236)

T A G A 0.063 0.078 0.46
T A G G 0.138 0.196 0.05
T A C A 0.227 0.285 0.07
T T C A - 0.005 -
T T C G - 0.002 -
G A G A 0.170 0.124 0.10
G A G G 0.070 0.009 <0.0001
G A C A 0.068 0.016 <0.0001
G T G A 0.264 0.283 0.52
G T C A - 0.002 -

Patients X controls: x2= 44.09 p<0.0001

*p values obtained from 2 residual analysis. The haplotype analysis was restricted to haplotypes

with frequency =0.05
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Capitulo VI

DISCUSSAO



Esse projeto foi criado tendo em mente que é essencial que se persista na
busca de um tratamento farmacoldgico rapido e satisfatério para os pacientes
com TDAH. O TDAH atinge uma parcela significativa da sociedade e representa
um problema de salde publica relevante, pois 0s prejuizos causados pela
presenca do transtorno se estendem além dos niveis individual e familiar.

O sucesso do tratamento € um dos passos fundamentais para que os
pacientes com TDAH consigam romper o andamento de um processo cumulativo
e agravante de prejuizos relacionados com o transtorno. Devido ao seu caréater
cronico, adultos com TDAH convivem durante anos com uma série de desfechos
negativos causados, muitas vezes, pela auséncia de diagnéstico e/ ou de um
tratamento adequado na infancia. Além disso, o surgimento de novas demandas,
profissionais e afetivas, por exemplo, pode resultar em um quadro mais grave na
vida adulta.

Uma extensa literatura comprova, ha mais de 50 anos, a eficiéncia do uso
de estimulantes, em especial do MPH, na reducédo dos sintomas do TDAH. No
entanto, na pratica clinica, o tratamento farmacoldégico dos pacientes com esse
transtorno ainda representa um desafio. Nesse sentido, além da questdo do
manejo dos pacientes que sabidamente ndo respondem ao MPH, dois aspectos
merecem a nossa atencdo: a adesdo e a continuidade do tratamento. De fato,
essas questdes talvez representem a principal dificuldade enfrentada pelos
profissionais da saude. Ainda ndo conhecemos profundamente as razbes que
levam alguns pacientes a abandonarem o tratamento, mesmo tendo muitas vezes
obtido resultados satisfatorios.

Algumas caracteristicas clinicas dos pacientes com TDAH estédo
provavelmente influenciando o tratamento e, especialmente em pacientes adultos,
este parece ser o caso das comorbidades. Nossos resultados obtidos com parte
da amostra que foi utilizada neste estudo, os quais ja foram abordados no capitulo
I, evidenciaram um efeito importante da presenca de certas comorbidades no
abandono precoce do tratamento (Victor e cols. 2009). Em nossos estudos
farmacogenéticos, embora o0s pacientes com comorbidades clinicamente
significativas no momento da avaliagdo tenham sido excluidos das analises,

podemos observar algumas tendéncias que sugerem uma influéncia da presenca

100



de comorbidades ao longo da vida (lifetime) na resposta ao tratamento. No grupo
de pacientes classificados como nao-respondedores ao MPH, por exemplo,
observamos uma frequéncia maior de dependéncia de alcool e uma frequéncia
menor de transtorno depressivo maior, além de uma frequéncia também menor de
uso de nicotina. Esses achados nédo foram estatisticamente significativos, mas
podem mesmo assim ter algum significado biologicamente relevante no
tratamento.

Nossos resultados, certamente, ndo permitem conclusdes robustas sobre o
efeito das comorbidades na resposta ao tratamento com MPH, mas nos permitem
algumas especulagbes. Em relacdo ao uso de nicotina, por exemplo, podemos
imaginar que a maior frequéncia observada nos pacientes que foram classificados
como respondedores ao MPH poderia estar indicando um efeito da
automedicacdo. Nesse caso, a ‘“resposta final” ao tratamento pode nao ser
unicamente devido aos efeitos do MPH em si, mas também, em parte, ser
influenciada pelos efeitos da nicotina. Evidentemente, a confirmacdo desse tipo
de inferéncia necessita de estudos com grande tamanho amostral e delineamento
adequado. O seguimento dos nossos estudos talvez possa confirmar ou refutar
tais hipoteses.

Outro aspecto interessante do possivel efeito das comorbidades na
resposta ao tratamento esta relacionado com o fato de que essas associacdes
poderiam ajudar a explicar por que, de forma geral, os estudos farmacogenéticos
realizados em adultos ainda ndo conseguiram detectar efeitos genéticos na
resposta ao MPH, enquanto que os estudos realizados com criancas parecem
mais promissores nesse sentido. Nesse caso, além do fato de adultos e criancas
com TDAH exibirem um perfil de comorbidades diferente, algumas variaveis,
como o uso de alcool e nicotina, por exemplo, sdo mais frequentes em adultos.
Portanto, considerando hipoteticamente que a presenca dessas comorbidades
pode influenciar a resposta ao tratamento com MPH, esses efeitos serdo
obviamente mais marcantes nos estudos com pacientes adultos, aumentando a
variabilidade dos fatores determinantes da resposta terapéutica e, com isso,

dificultando a identificacdo do papel de alelos especificos.
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De fato, a compreensao dos fatores envolvidos na resposta ao tratamento
com MPH é indissociavel do entendimento da neurobiologia do TDAH. Os
estudos farmacogenéticos tém se deparado com um padrdo de resultados
bastante complexo e heterogéneo que estd, possivelmente, refletindo a
heterogeneidade clinica do transtorno. Por outro lado, essa heterogeneidade
clinica nada mais é do que uma representacao fenotipica de uma marcante
heterogeneidade etiologica. Portanto, ndo € surpreendente que exista tanta
variabilidade na resposta dos pacientes com TDAH ao tratamento com MPH, e
gue esteja sendo dificil determinar realmente quais fatores genéticos estao
envolvidos nesse processo.

Considerando que diversas vias neurobiologicas atuam na predisposicao
ao TDAH, provavelmente parte da variabilidade observada no tratamento com
MPH pode ser explicada pelo fato de que estamos tratando “neurobiologias”
diferentes com o0 mesmo farmaco. ldentificar as variantes genéticas que predizem
uma melhor resposta ao MPH podera ajudar a esclarecer também a neurobiologia
do transtorno. Consequentemente, o melhor entendimento da neurobiologia do
TDAH podera permitir o desenvolvimento de outros farmacos para os pacientes
gue nédo se beneficiam do MPH. Nesse sentido, € essencial que se compreenda
melhor o papel dos genes candidatos na heterogeneidade clinica do TDAH.
Poderiamos com isso nos aproximar do objetivo primordial da farmacogenética,
ao buscar o farmaco correto para o paciente correto.

Esse padrdo de heterogeneidade clinica e genética do TDAH pode ser
exemplificado pelos achados para o gene ADRA2A, que parece ter efeitos sutis,
mas relevantes no transtorno e na resposta ao tratamento com MPH em
individuos com TDAH da nossa populacéo. Os resultados obtidos em amostras de
criancas indicaram um efeito da homozigose para o alelo G do polimorfismo C-
1291G na gravidade do transtorno, mais especificamente nos sintomas de
desatencdo (Roman e cols. 2003, 2006), e também uma associacdo do gendtipo
GG com o TDAH do subtipo desatento (Schmitz e cols. 2006). Posteriormente,
investigacOes desse polimorfismo na resposta ao MPH, em criangas, indicaram
uma associacdo entre a presenca do alelo G e uma maior reducdo dos sintomas

de desatencg&o apos o tratamento (Polanczyk e cols. 2007, da Silva e cols. 2008).
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Tais achados nao foram observados em nossas investigagdes em adultos
com TDAH. Entretanto, nossos resultados sugeriram uma associagdo entre um
haplétipo no gene ADRA2A, que contém o alelo G do polimorfismo C-1291G, e
escores mais baixos das dimensbes de temperamento evitagdo de dano e
persisténcia e mais elevados de busca de novidades (Cerqueira e cols. 2010).
Embora nossas investigacdes farmacogenéticas ndo evidenciaram nenhum efeito
direto do gene, observamos uma tendéncia de associacdo entre a presenca do
alelo G (C-1291G) e escores mais baixos de desatencdo apds o tratamento com
MPH, apenas nos pacientes do sexo masculino. Interessantemente, esse
resultado nos homens segue a mesma direcdo dos resultados obtidos nas
amostras de criancas, onde ha predominio de meninos, e levanta a hipotese de
gque o efeito do gene no tratamento poderia ser influenciado pelo sexo dos
pacientes. Em conjunto, nossos resultados sugerem que caracteristicas clinicas
da amostra, como o perfil de temperamento e o sexo, podem influenciar o efeito
do gene ADRA2A no TDAH.

Os resultados envolvendo a associacdo entre polimorfismos no gene
HTR1B e a dependéncia de alcool colocam também em pauta a questdo da
heterogeneidade etiologica do TDAH e dos transtornos psiquiatricos em geral.
Esse gene apresenta evidéncia de associacao significativa com o TDAH (Gizer e
cols. 2009), inclusive em criancas da nossa populacdo (Guimaraes e cols. 2009).
Por outro lado, os estudos farmacogenéticos indicam que ele ndo apresenta
efeitos significativos na resposta ao tratamento com MPH, nem mesmo em
criancas (Zeni e cols. 2007). Embora os nossos resultados preliminares ndo
tenham evidenciado associacdo entre o gene HTR1B com o TDAH, foi possivel
verificar uma associacédo significativa com a dependéncia de alcool, tanto em
individuos da nossa populacdo como também em uma amostra alema. Esses
dados parecem indicar um efeito relevante do gene em fenétipos interligados pelo
modelo de desinibicdo comportamental, mencionado no Capitulo 1. Sabemos que
existe uma forte associacdo entre o TDAH e transtornos por uso de substancias e,
provavelmente, alguns fatores genéticos de risco sdo compartilhados. Portanto, é

plausivel que esse gene esteja também influenciando de alguma maneira a
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heterogeneidade clinica do TDAH. A continuidade das investigacdes na nossa
amostra de adultos com TDAH poder4, futuramente, avaliar tais possibilidades.

Em nossas andlises farmacogenéticas investigamos a influéncia de 17
variantes genéticas na resposta ao tratamento com MPH em adultos. A maioria
dessas variantes foi selecionada com base nas evidéncias de efeito no transtorno
em si ou na resposta ao MPH, provenientes de estudos em criancas. NOssos
resultados indicaram que essas variantes nao estéao influenciando a resposta ao
MPH em nossa amostra. Infelizmente, os estudos farmacogenéticos em adultos
com TDAH sdo muito escassos e, portanto, ndo permitem as necessarias
comparacdes. Até o momento, apenas dois estudos em pacientes adultos
investigaram o efeito de polimorfismos genéticos nos genes DAT1, DRD4 e NET1
na resposta ao MPH (Mick e cols. 2006; Kooij e cols. 2008). De forma geral, os
resultados ndo apontam nenhum efeito significativo desses genes. No entanto, ha
obviamente a necessidade urgente de novas investigacdes farmacogenéticas em
adultos, principalmente em amostras maiores, e incluindo outros genes.

Embora nossas investigacdes farmacogenéticas incluam o maior numero
de pacientes adultos ja avaliados nesse tipo de estudo, certamente nosso
tamanho amostral ainda ndo permite conclusdes definitivas a respeito do papel
dos genes investigados na resposta ao MPH. Além disso, novas investigacfes
também poderdo avaliar mais profundamente o efeito das variaveis clinicas dos
pacientes que podem influenciar a resposta ao tratamento, tais como as
comorbidades, o sexo e o perfil de temperamento. A expectativa € de que estudos
futuros, em amostras maiores, consigam elucidar 0os mecanismos genéticos
envolvidos na heterogeneidade clinica do TDAH, abordando também interacfes
gene-gene e interagcbes gene-ambiente. Tais investigacbes se alinhariam na
busca por melhores estratégias de tratamento para os pacientes com TDAH, seja

com o uso de MPH ou de outros farmacos.
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ANEXOS

Anexo 1 Termo de Consentimento Informado

TERMO DE CONSENTIMENTO INFORMADO

Informagao sobre o Estudo com Transtorno de Déficit de Atengao e Hiperatividade em Adultos
(TDAHA)

Prezado(a) Senhor(a):

Somos um grupo de pesquisadores da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) e do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) e pretendemos estudar a relag&o entre Transtorno de Déficit
de Atengao e Hiperatividade no Adulto (identificado com a sigla TDAHA) e suas caracteristicas genéticas.
Este é um transtorno freqliente em adultos, acometendo cerca de 3 em cada 100 pessoas. O TDAHA tende a
prejudicar o rendimento e o progresso da pessoa em diferentes areas da vida, como trabalho e
relacionamento social, mas raramente é visto como transtorno (em geral as pessoas acham que ¢ falta de
forca de vontade, de carater, etc.). E um problema que com freqiiéncia também se associa a outros, como
uso de drogas e alcool ou alteragdes ciclicas de humor (altos e baixos, também descritos como Transtorno
Bipolar de Humor). Existe uma impress&o de que o tipo de maior complicagdo, que € o com Hiperatividade,
tenha bases genéticas diferentes daquele que tem somente Desatengao.

As pessoas selecionadas para o estudo serdo submetidas a uma avaliagdo psiquiatrica que sera
mantida sob sigilo absoluto. Se houver um diagnéstico psiquiatrico (Sindrome Psiquiatrica) esse sera
comunicado ao paciente. Esforgos serdo feitos no sentido de orienta-lo e encaminha-lo para o tratamento
adequado, dentro dos recursos do HCPA e da comunidade. O aconselhamanento genético, quando
necessario, sera oferecido pela equipe sob supervisdo do geneticista membro da Equipe Professor Dr. Claiton
Henrique Dotto Bau.

Caso o paciente preencha os critérios para o diagnostico de TDAHA, sera coletada 1 (uma) amostra
de 10 mililitros (ml) de sangue no Laboratério do HCPA. Esta amostra sera utilizada para a separagdo do
material genético nela contido na forma de Acido Desoxirribonucléico, conhecido como DNA, ou ADN. A partir
deste material extraido, serdo estudadas mutagdes que fazem que seu portador possua um funcionamento
mental alterado. O material coletado sera guardado no Laboratorio de Biologia Molecular do Professor Claiton
Bau, no Campus do Vale da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, de uma forma especial sem
descrigdo de nome, e com um nimero de cddigo com chave de conhecimento exclusivo dos pesquisadores,
para estudos posteriores de associagdo de outros genes como subtipos especiais desta doenga. Quaisquer
novos estudos serdo submetidos previamente & aprovacao pelo Comité de Etica em Pesquisa.

Em caso de qualquer duvida, os pacientes sdo orientados a entrar em contato com o pesquisador
Responsavel, Dr. Paulo S. Belmonte de Abreu (fones 3316-8413 e 9191-1644) ou os executores deste
trabalho, Dr. Eugénio Horacio Grevet (fone 3333-3734) e Dr. Carlos Alberto Iglesias Salgado (fone 3330-
7818). Uma Copia do Consentimento Informado ficara com o paciente.

Porto Alegre, de de 200__.

Eu, recebi as  orientagbes
necessarias para entender o presente estudo, assim como li a Informag&o do mesmo.

Paciente Responsavel Pesquisador
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Anexo 2 Aprovacédo — Comiss&o de Pesquisa e Etica em Salde - HCPA

HCPA - HOSPITAL DE CLINICAS DE PORTO ALEGRE
Grupo de Pesquisa e Pés-Graduacgédo

COMISSAO CIENTIFICA E COMISSAO DE PESQUISA E ETICA EM SAUDE

RESOLUGAO.

A Comissdo Cientifica e a Comissaa de Pesquisa e Etica em Sadde, que é reconhecida pela Camissao
Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP)/MS como Comité de Etica em Pesquisa do HCPA e pelo Office
For Human Research Protections (OHRP)/USDHHS, como Institucional Review Board (IRB0000921)
analisaram o projeto:

Projeto: 01-321 Versdo do Projeto: 22/01/2002 Versdo do TCLE: 22/01/2002

Pesquisadores:

PAULO SILVA BELMONTE DE ABREU
CLAITON H. O. BAU

EUGENIO GREVET

CARLOS ALBERTO IGLESIAS SALGADO
BETINA CHAIT

Titulo: ESTUDQ DAS BASES MQOLECULARES DO TRANSTORNQ DE DEF ICIT DE
ATENGCAO/HIPERATIVIDADE EM ADULTOS

Este projeto foi Aprovado em seus aspectos éticos e metodoldgicos, inclusive quanto ao seu Termo.de
Consentimento Livre e Esclarecido, de acordo com as Diretrizes e Normas Internacionais e Nacionais,
especialmente as Resolugdes 196/96 e complementares do Conselho Nacional de Satde. Os membros do
CEP/HCPA n&o participaram do processo de avaliagio dos projetos onde constam como pesquisadores.
Tada e qualquer alteracdo do Projeto, assim como os eventos adversos graves, deverdo ser comunicados
imediatamente ao CEP/HCPA.

Par pertencer a uma area tematica especial este projeto somente podera ser iniciado apds a sua aproyagéo
pela Comiss&o Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP).

Po oAIegre 25 de janeiro de 2002.
/ k o

Profa. Themis Reverbel da Silveir
Coardenadora do GPPG e CEP-HCPA
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