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LISTA DE ABREVIATURAS

DAT: proteina transportadora de dopamina

DATI: gene da proteina transportadora de dopamina

DRD4: gene do receptor D4 de dopamina

DSM-1V: 4% edi¢ao do Manual Estatistico e Diagnostico de Transtornos Mentais
FBAT: family-based association test (teste de associacdo baseado em familias)
HRR: Haplotype Relative Risk (Risco Relativo de Haplotipo)

N: tamanho amostral

pb (ou bp): pares de base (ou base pair)

SNP: single nucleotide polymorphism (polimorfismo de nucleotideo inico)

TCI: Temperament and Character Inventory (Inventario de Carater e Temperamento)
TDAH (ADHD): transtorno de déficit de atengao e hiperatividade (attention-
deficit/hyperactivity disorder)

TDT: Transmission Desequilibrium Test (Teste de Desequilibrio de Transmissao)
UTR: untranslated region (regido ndo-traduzida)

VNTR: variable number of tandem repeats (nimero de variagdes repetidas em tandem)



RESUMO

O transtorno de déficit de ateng¢do e hiperatividade (TDAH) ¢ um dos problemas
psiquiatricos mais comuns na infancia, o qual apresenta uma herdabilidade significativa e
se caracteriza pela presenca de desatencdo, hiperatividade e impulsividade. Cerca da
metade das criangas com TDAH permanecem com o transtorno durante a vida adulta.
Embora os estudos em amostras de criangas tenham explorado diversos genes de
suscetibilidade ao TDAH, os resultados sdo inconclusivos e ha poucos estudos em adultos.
A amostra aqui estudada ¢ composta por 308 adultos portadores de TDAH e 233 doadores
de sangue do Hemocentro do Rio Grande do Sul. Ambos os grupos sdao compostos por
brasileiros descendentes de europeus. Os diagnosticos psiquidtricos foram realizados por
uma equipe treinada, seguindo os critérios do DSM-IV. Este trabalho objetivou testar
possiveis associagdes entre polimorfismos nos genes do receptor D4 de dopamina (DRD4)
e da proteina transportadora de dopamina (DAT1) com o TDAH, tendo em conta os
subtipos, gravidade, comorbidades e idade de inicio dos sintomas de TDAH.

Nao foi encontrada associacdo entre os dois polimorfismos estudados no gene
DRD4 (duplicagdo de 120 pares de base da regido 5’ e VNTR de 48 pares de base do éxon
IIT) e o TDAH. Porém, o alelo de 7-repetigoes do éxon III mostrou-se associado a uma
menor idade de inicio dos sintomas € com o transtorno bipolar do humor associado ao
TDAH. Genotipos contendo o alelo de 9-repeticoes do VNTR de 40pb na regido 3’ nao
traduzida do gene DAT]1 predisporiam ao subtipo desatento de TDAH entre os pacientes do
sexo masculino e ao TDAH em geral entre as mulheres. Pacientes com o genotipo
homozigoto para o alelo de 10-repeti¢des apresentaram um maior nimero de sintomas de
hiperatividade. Os resultados aqui obtidos apontam para a existéncia de diferencas
substanciais no perfil genético entre as amostras de TDAH em criangas e adultos. As
caracteristicas amostrais relacionadas com o sexo, idade, subtipo e comorbidades mais

prevalentes podem modificar a associagao entre os polimorfismos estudados e o transtorno.



ABSTRACT

Attention-deficit/hyperactivity disorder (ADHD) is common psychiatry disorder,
present a significant heritability and is characterized by the presence of inattention,
hyperactivity and impulsivity. About half of ADHD children have persistent symptoms into
adulthood. Several candidate gene association studies were performed in children samples,
with generally inconclusive results. Few investigations were performed in adult samples.
The present study group is composed by 308 adult ADHD patients and 233 blood donor
controls, all of them Brazilians of European descent. The diagnoses were made by an
extensively trained team of psychiatrists following DSM-IV criteria. This investigation
tested possible associations between polymorphisms in the dopamine D4 receptor (DRD4)
and dopamine transporter (DAT1) genes and ADHD, considering the subtypes, severity,
comorbidities and age of onset of ADHD symptoms.

No association was found between the DRD4 polymorphisms studied (120-base pair
repeat in the 5° region and exon III VNTR) and ADHD. However, the 7-repeats allele (7R)
in the exon IIT VNTR was associated with an earlier age of onset of ADHD symptoms and
the presence of comorbid bipolar disorder. Genotypes containing the 9R allele of the DAT]I
3’UTR VNTR are more common among male patients of the inattentive subtype and
female patients of both subtypes. Subjects with the 10/10 genotype presented more
hyperactivity symptoms than those with other genotypes. Our results indicate the existence
of substantial differences in the genetic profiles between children and adult ADHD. The
sample’s characteristics related to gender, age, subtype and more prevalent comorbidities

could modify the association between the polymorphisms studied and the disorder.



I. INTRODUCAO

1. DIAGNOSTICO E EPIDEMIOLOGIA DO TDAH

Os sintomas do transtorno de déficit de atencdo e hiperatividade (TDAH)
reconhecidos pela quarta edigdo do Manual Diagnéstico e Estatistico de Transtornos
Mentais (DSM-IV; American Psychiatric Association, 1994) se dividem em dois grupos:
desatencdo e hiperatividade-impulsividade (Tabela 1). De acordo com o DSM-IV, sao
critérios diagnosticos para esse transtorno seis ou mais sintomas em um ou ambos 0s
grupos, por pelo menos seis meses; caracterizagdo de prejuizo em funcdo destes sintomas
em no minimo dois ambientes (casa, escola e/ou trabalho); e inicio do prejuizo antes dos
sete anos de idade. Através disso, trés subtipos podem ser estabelecidos:
predominantemente desatento, predominantemente hiperativo-impulsivo e combinado
(presenca de a0 menos seis sintomas em ambos 0s grupos).

Os principais sintomas do TDAH em criangas sdo a desateng¢do, a hiperatividade e a
impulsividade (American Psychiatric Association, 1994); porém, alguns dos sintomas
nucleares se modificam com o passar da idade, enquanto outros permanecem estaveis.
Sintomas relatados na infancia podem desaparecer, enquanto o impacto de outros se torna
ainda mais evidente na vida adulta. A impulsividade, por exemplo, freqiientemente muda
de significado e passa a ser observada nas tomadas de decisao do individuo, em diferentes
contextos de sua vida didria. Ja4 a hiperatividade diminui significativamente, e pode ser
canalizada em varias atividades simultdneas ou entdo dar lugar a uma sensagdo subjetiva de
inquietude. Os déficits atentivos passam a se associar com comprometimento da memoria e
freqiiente prejuizo funcional, uma vez que as demandas da vida adulta sdo maiores e mais

complexas (Mattos e cols., 2003).



O TDAH ¢ um transtorno psiquidtrico comum na infancia. Em Porto Alegre, a
prevaléncia situa-se entre 3 e 6% das criancas (Rohde e cols., 1999). Diferentemente do que
se pensava até algumas décadas atras, o problema pode permanecer durante a vida adulta.
De acordo com a American Academy of Child and Adolescent Psychiatry (AACAP, 1997),
a prevaléncia do transtorno seria estimada em 2-7% em adultos, dado apoiado pelo estudo
longitudinal de Wender e cols. (2001). A persisténcia, contudo, varia de acordo com a sua
definicdo e os critérios diagnosticos, com uma amplitude entre 15 e 65% (Faraone e cols.,

2006).

Tabela 1. Sintomas do TDAH de acordo com o DSM-IV (American Psychiatric

Association, 1994).

Desatencéo Hiperatividade Impulsividade
¢ Dificuldade em organizar tarefas e E inquieto com as mdos ¢ | e D4 respostas
atividades; os pés quando sentado; impulsivas,

e Dificuldade em seguir instrugdes e Parece estar sempre com sem esperar o
finalizar tarefas; o motor ligado; final da

¢ Dificuldade em manter a atengao Corre pelo ambiente e pergunta;
durante atividades ou brincadeiras; “escala” tudo, em e Dificuldade

e Evita se engajar em tarefas que momentos inapropriados; em esperar
exijam esfor¢co mental sustentado; Dificuldade em brincar ou pela sua vez;

e Perda freqiiente de coisas necessarias se engajar em atividades | e Interrompe
a tarefas; de lazer quieto; 0s outros

e Parece nio estar ouvindo; Dificuldade em ficar facilmente.

e Facil distragdo por estimulos sentado, em sala de aula e
externos; outras situagdes;

e Esquecimento em atividades didrias; Fala excessivamente.

e Nao da atengao a detalhes.

Diferentemente dos estudos clinicos de criangas, onde a propor¢dao de meninos ¢
maior que a de meninas (6:1 até 9:1) (Gittelman e cols., 1985; Weiss e cols., 1985; Arnold,
1996; Faraone e cols., 1998), em amostras de adultos com o transtorno, a razdo entre

homens e mulheres ¢ proxima a 1:1 (Wender e cols, 1981, 1985; Biederman e cols., 1993;



Murphy e Barkley, 1996). Segundo Cantwell (1996) e Biederman e cols. (1999), as
meninas seriam  subdiagnosticadas porque possuiriam poucos sintomas de
agressividade/impulsividade, baixas taxas de transtorno de conduta e freqiliente
comorbidade com transtorno de humor e ansiedade. Desse modo, a idade diagndstica tende
a ser mais avancada em relagdo aos meninos. Outra explicagdo provavel ¢ dada por
Biederman e cols. (2002), que sugerem que as diferencas entre os sexos podem ser
operantes na expressao fenotipica do TDAH. Por exemplo, o sexo feminino estaria mais
associado ao subtipo predominantemente desatento do que o sexo masculino, € 0s meninos
apresentariam mais distarbios de aprendizagem e outros problemas de comportamento
escolar em relacao as meninas.

Ja foi sugerido que a heterogeneidade pode obscurecer um achado que seria positivo
em estudos sobre a etiologia de uma doenca, e deve ser considerada como um fator de
confusdo (Alsobrook e Pauls, 1998). Pacientes adultos com TDAH tém uma prevaléncia ao
menos duas vezes maior de transtornos psiquidtricos que adultos sem o TDAH (Weiss e
cols., 1985; Mannuzza e cols., 1991; Biederman e cols., 1993). Estas comorbidades
incluem a dependéncia de alcool, abuso de substancias, personalidade anti-social, depressao
maior, transtorno de ansiedade e transtorno bipolar do humor (Murphy e Barkley, 1996;

Biederman, 2004).

2. BASE NEUROBIOLOGICA

A variacdo nas manifestagdes clinicas do TDAH reflete a complexidade dos
processos biologicos implicados na origem de seus sintomas, supondo-se que alteracdes em
diferentes sistemas de neurotransmissores devam estar envolvidas. Os circuitos neuronais

associados com o transtorno incluem o cortex pré-frontal, ganglios da base e cerebelo. Um
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fraco controle inibitorio da regido cortical-frontal sobre as fung¢des limbicas seria a origem
dos sintomas desse transtorno (Satterfield e Dawson, 1971). Dados de estudos
neuropsicoldgicos mostraram que criangas com TDAH tém um desempenho prejudicado
em tarefas que demandam fun¢des cognitivas tais como atengdo, percepcao, planejamento e
organizagao, além de falhas na inibi¢do comportamental, processos esses relacionados com
o lobo frontal e com areas subcorticais (Swanson e cols., 1998a; Tannock, 1998).

As primeiras teorias bioquimicas propostas para explicar o TDAH foram baseadas
nas catecolaminas, visto que regides implicadas na sua fisiopatologia sdo primariamente
inervadas por esses neurotransmissores (Faraone e Biederman, 1998; Swanson e cols.,
1998a). Evidéncias apoiam a disfun¢do dopaminérgica no TDAH em trés areas de pesquisa:
a neurofarmacologia de medicagdes estimulantes (Zametkin e Rapoport, 1987; Amara e
Kuhar, 1993), modelos animais bioquimicos e de comportamento (Giros e cols., 1996;
Gainetdinov e cols., 1999; Jaber e cols., 1999; Russell e cols., 2000; Russell e cols., 2005),
e estudos de neuroimagem em adultos com TDAH (Dougherty e cols., 1999; Krause e cols.,
2000). O principal suporte para a hipofungao dopaminérgica surgiu da observagao de que o
metilfenidato, principal medicamento usado para tratamento do transtorno, aumenta a
disponibilidade de dopamina na fenda siniptica em regides especificas (Vaidya e cols.,
1998). Além disso, os efeitos pré e pds-sinapticos dos estimulantes parecem ser diferentes
conforme a regido dopaminérgica considerada (Swanson e cols., 1998a).

E bastante provavel um papel da noradrenalina no TDAH, havendo uma série de
estudos que apontam para a sua participagdo na modula¢do da fung¢do cognitiva no lobo
pré-frontal (ver revisdo em Arnsten, 2000). Os circuitos fronto-subcorticais, possivelmente
implicados no TDAH, sdo ricos tanto em dopamina como em noradrenalina (Faraone e

Biederman, 1998). Além disso, a dopamina ¢ sintetizada no mesmo processo que a
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noradrenalina. Algumas regides cerebrais primariamente moduladas por redes
noradrenérgicas, como o locus coeruleus e a regido parietal, parecem estar envolvidas em
processos de atencdo seletiva (Arnsten e cols., 1996; Pliszka e cols., 1996). Outros
farmacos psicoativos eficazes no tratamento do TDAH tém comprovada acgdo
noradrenérgica, como antidepressivos triciclicos e agonistas de noradrenalina (Biederman e
Spencer, 1999).

O sistema serotoninérgico parece também ter importancia na fisiopatologia do
TDAH. Um estudo em cobaias demonstrou que, nos animais sem o gene da proteina
transportadora de dopamina (DAT1), a intensa hiperatividade motora foi revertida tanto
com a administra¢do de psicoestimulantes como de agentes serotoninérgicos, sem alteragao
nos niveis extracelulares de dopamina, diferentemente do que ocorreu com a linhagem com
DATI. Esses achados sugereriram que o psicoestimulante pode ter outros sitios de a¢do no
controle dos sintomas do TDAH, além da proteina transportadora de dopamina, e que a
hiperatividade seria mediada pela serotonina em algumas formas do transtorno
(Gainetdinov e cols., 1999). Outros estudos sugerem uma interagdo entre o sistema
dopaminérgico e serotoninérgico, no qual a serotonina regularia a liberagdo da dopamina
em algumas dareas, influenciando assim os comportamentos mediados por esse

neurotransmissor (ver revisao em Quist e Kennedy, 2001).

3. ETIOLOGIA
O TDAH ¢ um transtorno psiquiatrico heterogéneo, multifatorial, envolvendo a

interagdo entre diversos fatores neurobioldgicos, como os genéticos os e fatores ambientais.
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3.1. Fatores ambientais

Transtornos do desenvolvimento neuroldgico podem resultar da exposicao do feto
ou da crianga a contaminantes ambientais; porém, evidéncias apdiam a hipotese que
contaminantes ambientais podem contribuir para apenas uma por¢ao pequena da incidéncia
de TDAH (Woodruff e cols., 2004). A maioria das criangas com TDAH nao tiveram
exposi¢cao a eles, e muitas das que tiveram nao desenvolveram o transtorno (Faraone e
Biederman, 1998).

Entre os fatores ambientais, agentes psicossociais ndo especificos, que atuam no
funcionamento adaptativo e satide emocional geral da crianga, parecem ter participagdo no
surgimento ¢ manutencdo do transtorno, pelo menos em alguns casos. Tais agentes seriam,
por exemplo, desentendimentos familiares, presenca de transtornos mentais nos pais €
criminalidade paterna, condi¢cdes que parecem ser mais prevalentes nas familias das
criancas afetadas (Faraone e Biederman, 1998). Certas adversidades presentes durante a
gravidez, como o uso de alcool, nicotina, cocaina e maconha pela mae, também parecem
agir como fatores de risco para o TDAH (Linnet e cols., 2003; Lautch e Schmidt, 2004;
Button e cols., 2005; Noland e cols., 2005). E importante ressaltar que a maioria dos
estudos sobre possiveis agentes ambientais apenas evidenciaram uma associacdo destes
fatores com o TDAH, nao sendo possivel estabelecer uma relagao clara de causa e efeito

entre eles (Faraone e Biederman, 1998).

3.2. Fatores genéticos

O estudo da genética do TDAH, assim como em qualquer outro transtorno
psiquiatrico, envolve dois tipos diferentes de investigagdes: os estudos genéticos classicos e

os estudos moleculares. Os estudos classicos compreendem as pesquisas com familias,

13



comparacao entre gémeos mono e dizigdticos e criancas adotados. Por meio desses estudos,
pode ser confirmada a existéncia de um componente genético determinando ou
influenciando o transtorno em questdo. Para se definir quais genes estdo envolvidos,
utilizam-se os estudos moleculares voltados para os chamados “genes candidatos” (genes

possivelmente relevantes para a neurobiologia da caracteristica) (Tannock, 1998).

3.2.1. Estudos genéticos classicos

Diversos estudos tém mostrado uma prevaléncia elevada de TDAH entre familiares
de individuos afetados. Os primeiros estudos observaram que o risco de ter TDAH entre
pais e irmaos de criancas afetadas estaria aumentado em 2 a 8 vezes (Faraone ¢ Doyle,
2000). J& que outras diferengas ambientais também poderiam aumentar o risco, estudos
caso-controle duplo-cegos examinaram especificamente o risco para irmaos de criangas
com TDAH quando os fatores ambientais sdo controlados (Biederman e cols., 1990, 1992;
Faraone e cols., 1992). Apds fazer o controle pelo sexo, pela estabilidade da familia e pelo
nivel socioecondmico, esses estudos confirmaram a familiaridade do TDAH. Outros
estudos de familias com esse transtorno foram realizados, os quais mostraram
consistentemente uma recorréncia familial (Tannock, 1998).

Ja que, na falta de dados genéticos moleculares, os estudos de familias ndo podem
ser totalmente separados das fontes ambientais de transmissao, foram realizados estudos de
gémeos e de adogdo para determinar se haveria um componente genético na transmissao do
transtorno. Dois estudos concluiram que parentes bioldgicos de criancas hiperativas tém
maior probabilidade de apresentar hiperatividade do que parentes adotivos (Cantwell, 1975;
Morrison e Stewart, 1973). Além disso, pesquisas com pais de adotados encontraram uma

freqiiéncia significativamente maior de TDAH entre os pais biologicos de criangas afetadas
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do que entre os pais adotivos (Thapar e cols., 1999; Sprich e cols., 2000). A média de
herdabilidade do TDAH em 20 estudos de gémeos dos Estados Unidos, da Australia, da
Escandinavia e do Reino Unido foi estimada em 76%, mostrando que o TDAH esté entre os

transtornos psiquiatricos mais herdaveis (ver revisdo em Faraone e cols., 2005).

3.2.2. Estudos moleculares

Grande parte dos estudos sobre componentes genéticos do TDAH emprega a
abordagem de associagdo alélica. Neste tipo de analise, investiga-se uma possivel
associacdo entre formas distintas de um gene (alelos) e o fenotipo de interesse. A
metodologia ¢ util para a identificag@o de alelos relacionados a doengas, particularmente de
genes que conferem suscetibilidade a doencas complexas (Pericak-Vance, 1998). A
associacdo pode ter varias causas, entre as quais estdo a agdo bioldgica direta do
polimorfismo e o desequilibrio de ligagdo com um outro polimorfismo que confere a
suscetibilidade diretamente. Dessa forma, o estudo de haploétipos tem sido freqiientemente
empregado nos estudos de genes candidatos.

Os estudos moleculares podem ser realizados através da abordagem caso-controle,
nos quais se compara as freqiiéncias alélicas de um determinado gene candidato entre um
grupo de casos e um grupo-controle obtido da populagdo em geral. O problema dos estudos
com controles populacionais ¢ o fato de, teoricamente, estarem sujeitos a efeitos de
estratificacdo populacional, pois as freqiiéncias alélicas da maioria dos marcadores
genéticos sdo muito variaveis entre diferentes populagdes e etnias (Cavalli-Sforza e cols.,
1994). A maior parte das investigagdes realizadas com o TDAH, contudo, utilizam os

métodos com base na familia, ou seja, 0 método de risco relativo de haplotipos (HRR) e o
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teste de desequilibrio de transmissdo (TDT). Esses métodos de familias ndo sdo muito

utilizados em amostras de adultos, pois ¢ mais dificil obter material biologico dos pais.

3.2.2.1. Estudos com genes candidatos no TDAH

Foram realizadas diversas varreduras genomicas em amostras de TDAH, descritas
na Tabela 2. Esses estudos sugerem a auséncia de um gene principal, com muitos genes de
efeito pequeno ou moderado. De modo geral, as regides cromossdémicas mais
freqlientemente observadas foram Sp, 7p, 16p e 17p, sugerindo que genes nessas regioes
possam ter um papel significativo na etiologia da doenga. Em nenhum dos estudos, porém,
as regidoes dos genes da proteina transportadora de dopamina (DATI1) e receptor D4 de
dopamina (DRD4), os mais estudados até agora no TDAH, sdo significantes, indicando que
se 0s mesmos realmente apresentarem um efeito, esse deve ser pequeno. De todos esses
estudos, somente Arcos-Burgos e cols. (2004a) analisaram alguns pacientes adultos

juntamente com as criangas.

Tabela 2. Estudos de varredura genomica envolvendo o TDAH.

Autores (ano) n Regides cromossémicas
Fisher e cols. (2002) 126 5p12, 10926, 12923, 16p13
Smalley e cols. (2002) 203 16p13
Bakker e cols. (2003) 164 15ql15, 7p12, 9933
Arcos-Burgos e cols. (2004a) 16 8ql2, 11923, 4923, 17pl1, 12923, 8p23
Ogdie e cols. (2003 e 2004) 308 5pl3,6ql2, 16p13, 17pl1
Hebebrand e cols. (2006) 155 5pl7, 6q, 7p, 9q, 11q, 12q, 17p

Serdo aqui revisados os efeitos de genes para os quais ha indicios prévios de estudos

de associacdo sugerindo que possam estar envolvidos no TDAH. O sistema mais estudado
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na predisposicao ao TDAH tem sido o dopaminérgico. Fazem parte desse sistema os dois
genes mais estudados em amostras de criangas, e incluidos no presente trabalho com
adultos (DRD4 e DAT1). Esses genes serdo detalhadamente abordados posteriormente. O
polimorfismo mais estudado no gene da proteina receptora D5 de dopamina (DRDS5) tem
sido uma repeti¢do dinucleotidica que fica aproximadamente 18,5 kb da regido 5’ do sitio
de inicio de transcri¢gao (Hawi e cols., 2003). As meta-analises envolvendo o alelo de 148
pares de base (pb) desse polimorfismo no TDAH e estudos baseados em familias tém se
mostrado positivas (Maher e cols., 2002; Lowe e cols., 2004a; Faraone e cols., 2005). Ja as
meta-analises envolvendo os genes DRD2, DRD3, tirosina hidroxilase (TH) e catecol-O-
metiltransferase (COMT) foram negativas (Faraone e cols., 2005). As investigagdes com a
maioria desses marcadores, assim como dos demais sistemas, ainda sdo bastante reduzidas,
impedindo conclusdes definitivas.

No sistema noradrenérgico, os estudos concentram-se principalmente no gene que
codifica a enzima dopamina-beta-hidroxilase (DBH), que transforma dopamina em
noradrenalina. Nesse gene, tem-se investigado preferencialmente um sitio de restricao Taql
localizado no intron 5 do gene (Roman e cols., 2002a), o qual teve resultado significativo
em uma recente meta-andlise (Farone e cols.,, 2005). Outro polimorfismo bastante
promissor ¢ um sitio de restrigdo Hhal (-1021C/T) localizado no promotor do gene, com
efeito funcional (Zabetian e cols., 2001), pouco estudado até o momento. Alguns genes de
receptores adrenérgicos também foram analisados, porém, somente um polimorfismo no
promotor do gene do receptor a2A de noradrenalina (ADRA2A, C/G na posi¢ao -1291)
mostrou associagdo entre o alelo G e sintomas de desatengdo (Comings e cols., 1999;
Roman e cols., 2003, 2006; Wang e cols., 2006). Além disso, 0 mesmo alelo mostrou-se

associado com transtorno de leitura em pacientes com TDAH (Stevenson ¢ cols., 2005). As
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analises dos demais receptores adrenérgicos, ADRA2C e ADRAIC, em amostras de
pacientes com TDAH foram todas negativas (Barr e cols., 2001a; De Luca e cols., 2004a).
O gene da proteina transportadora de noradrenalina (NET1, SLC6A2) também tem sido
alvo de estudos, visto que algumas drogas que bloqueiam essa proteina sdo eficazes no
tratamento da doenca (Biederman e Spencer, 1999). Primeiramente, foi demonstrada
associagao entre sintomas de TDAH e um polimorfismo de nucleotideo unico (SNP, single
nucleotide polymorphism) em NET1 em pacientes com Sindrome de Tourette (Comings e
cols., 2000). Apds isso, diversos estudos analisaram este e outros polimorfismos no gene
(Barr e cols., 2002; McEvoy e cols., 2002; De Luca e cols., 2004b; Bobb ¢ cols., 2005),
mas somente Bobb e cols. (2005) observaram tal associagao com o TDAH.

Entre os genes do sistema serotoninérgico, o da proteina transportadora de
serotonina (5-HTT) foi o mais estudado. Em uma meta-analise, uma inser¢ao/delecdo no
promotor (5-HTTLPR) com efeito funcional foi associada ao TDAH (Faraone e cols.,
2005). Genes de receptores de serotonina também ja foram analisados, como HTR2A e
HTRIB, associados negativa e positivamente, respectivamente, em meta-analises (Faraone
e cols., 2005). Varios polimorfismos no gene HTRIB foram recentemente associados ao
subtipo desatento em uma amostra de criangas com TDAH (Smoller e cols., 2005). Os
resultados referentes aos polimorfismos analisados at¢ o momento no gene da enzima
triptofano hidroxilase (TPH) foram negativos (Tang e cols., 2001; Li e cols., 2003, 2006),
somente associados em pacientes com transtorno de leitura (Li e cols., 2003) ou quando em
haplotipo (Li e cols., 2006). Alguns polimorfismos do gene TPH2 tém sido associados ao
TDAH em amostras de criangas (Sheehan ¢ cols., 2005; Walitza e cols., 2005).

O gene da enzima monoamina oxidase A (MAO-A) fica localizado no cromossomo

X e modera os niveis de noradrenalina, dopamina e serotonina no sistema nervoso central.

18



Foi descrito um polimorfismo funcional no promotor, um VNTR de 30 pb, o qual
encontrou resultados contraditérios até o momento para o TDAH em criangas (positivo em
Manor e cols., 2002a, para estudo caso-controle e baseado em familia; negativo em Lawson
e cols., 2003 em estudo baseado em familias).

Diversos genes candidatos de outros sistemas tém sido estudados no TDAH. Sao
eles os responsdveis por receptores de acetilcolina (CHRNA4 e CHRNA7; Kent e cols.,
2001a, 2001b), receptores de glutamato (NMDA e GRIN2A; Turic e cols., 2004), familia
contendo o soluto 1 membro 3 (SLC1A3; Turic e cols., 2005), fator neurotréfico derivado
do cérebro (BDNF, Kent e cols., 2005), proteina de 25 KDa associada a sinaptossoma
(SNAP-25, Barr e cols, 2000a; Mill e cols., 2004, Feng e cols., 2005a) e calcyon (DRDI1IP;
Laurin e cols., 2005). Todos esses genes foram relativamente pouco estudados até o
momento, sendo que somente o SNAP-25 foi submetido a uma meta-analise, com resultado
positivo em criangas (Faraone e cols., 2005).

O TDAH na vida adulta sé passou a ser reconhecido na psiquiatria ha pouco tempo.
Dessa forma, a maioria dos estudos de genes candidatos tem se concentrado em amostras
de criancas com o transtorno. Os estudos de genes candidatos em amostras de adultos com

TDAH estao descritos na Tabela 3.
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Tabela 3. Estudos envolvendo genes candidatos em amostras de TDAH em adultos.

Primeiro e Gltimo autor,
local e ano

Gene e polimorfismo

Tipo de estudo

Ndmero de casos/familias

Achados

SV Faraone; J Sakai
(Boston, EUA) 1999a
P Muglia; JL Kennedy

(Toronto, Canada) 2000

P Muglia, JL Kennedy
(Toronto, Canada) 2002a
P Muglia, JL Kennedy
(Toronto, Canada) 2002b

M Johann, N Wodarz
(Regensburg, Alemanha)
2003

V De Luca, JL Kennedy
(Toronto, Canada) 2004a

V De Luca, JL Kennedy
(Toronto, Canada) 2004b

B Inkster, JL Kennedy
(Toronto, Canada) 2004

DE Lynn, SL Smalley (Los
Angeles, EUA) 2005

DRD4, VNTR no
éxon 111

DRD4,

VNTR no éxon III
(7R vs ndo-7R )

DRD3, Ser9Gly
(alelos)

DATI13’UTR VNTR
(10R/10R vs 10R/9R

vs 9R/9R)
SLC6A4/5-HTT,
5-HTTLPR
(genotipos)

ADRA2C,
[TG]n 15 kb

upstream do primeiro

codon (alelos)

SLC6A2/NETI,
rs998424, intron 9
(alelos)

DBH, Taql
(intron 5)
(alelos)

DRD4,
VNTR no éxon III

(gendtipos 7R vs ndo-

7R)

TDT

Caso-controle
TDT

TDT

ANOVA

TDT qualitativo
¢ quantitativo
Caso-controle

TDT

One-way
ANOVA

TDT qualitativo
€ quantitativo
TDT
Caso-controle

Modelo de
ajustamento no
TCI e gendtipo
DRD4

27 trios, filho com TDAH e ao

menos um dos pais com TDAH
66 casos, 66 controles

44 familias (29 trios, 14 pares)

110 casos

39 familias (25 trios, 14 pares)
152 casos

102 familias

30 (de 314) alcoolistas com
TDAH + personalidade anti-
social vs 180 alcoolistas sem
comorbidade vs 220 controles
128 trios

128 trios

97 trios
112 casos, controles pareados

171 pacientes de 96 familias (=
pais de pares de irmdos com
TDAH; 33% com TDAH
vitalicio, 50% deles com TDAH
atualmente),

TCI

TDT: p=0,03

Caso-controle: 2 = 5,65, p= 0,01
TDT: %2 =2,00, p=0,15

TDT: %2 =0,36, p= 0,54

ANOVA: Escala de TDA Brown, 5 subescalas e escore
total: valor de p = NS

TDT qualitativo e quantitativo: p= NS

Caso-controle: valor de p= NS

TDT para TG]6: x2 = 0,06, p= 0,79, sem efeito de
origem parental detectado

TDT para TG]7: %2 = 0,06, p= 0,80, sem efeito de
origem parental detectado

ANOVA: BADDS escore total: F(2,168)=0,61, p=0,17
TDT: ndo-significativo para ambos

TDT: 2 = 1,03, p= 0,31

Caso-controle: XZ = 3,63, p= 0,057, mas alelo de risco
menos freqiiente nos casos

Modelo de ajustamento: procura por novidades
correlacionado com diagnostico TDAH na vida
(r2=0,26), DRD4 correlacionado com sintomas TDAH

(r2=0,05), mas ndo hé correlagio do DRD4 com
novelty seeking.

NS = nao-significante; TDT= Teste de desequilibrio de transmissdo; TCI = Inventario de Carater ¢ Temperamento.
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3.2.2.1.1. Gene DAT1

O gene DATI (SLC6A3, 5p15.3, Figura 1) foi o primeiro candidato para o TDAH,
visto ser o principal alvo do metilfenidato e outras medicagdes psicoestimulantes (Volkow
e cols., 1998; Seeman e Madras, 1998). No nivel molecular, a proteina DAT contém uma
grande alga extracelular, com sitios consenso para a glicosilacao (Figura 2), que funcionam
regulando a estabilidade e o transporte da proteina (Li e cols., 2004). A proteina DAT
limita a duracdo da atividade sinaptica e difusdo através do seqiiestro da dopamina em
neuronios (Cragg e Rice, 2004) e ¢ expressa seletivamente em todos os neurdnios
dopaminérgicos (Ciliax e cols., 1995).

Cook e cols. (1995) mostraram uma associagdo entre o alelo de 480 pb (10
repeti¢des ou 10R) de um polimorfismo do tipo VNTR (Variable Number of Tandem
Repeats) do DAT]I, localizado na regido 3’ ndo-traduzida (UTR) do gene. Desde entdo, esse
achado tem sido replicado por varios autores; porém, das meta-analises realizadas em
criangas até o momento, a maioria concluiu que nao haveria associagdo entre o alelo 10R e
o TDAH (Maher ¢ cols., 2002; Purper-Ouakil e cols., 2005; Wohl e cols., 2005). Somente
Faraone e cols. (2005), reunindo estudos baseados em familias, verificaram uma associa¢ao
pequena, porém significante, reafirmando a necessidade de mais investigacdes envolvendo
o0 DATI. Os trabalhos de associag@o caso-controle e baseados em familias publicados entre
o gene DATI1 e o TDAH estao na Tabela 4, incluindo aqueles publicados antes e depois das
meta-analises citadas. Vale destacar ainda que, de todos esses trabalhos, apenas um (Muglia
e cols., 2002b) analisou uma amostra de adultos com TDAH, aumentando a importancia de
estudos com esse tipo de pacientes, ja que os dados com criangas ainda sdo inconclusivos.

Os resultados dos estudos iniciais sobre a funcionalidade do VNTR 3’UTR no

DATI1 sdo bastante contraditorios, apesar de diversas andlises in vitro ja terem sido
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realizadas. Foi mostrado que o alelo 10R estaria associado com niveis elevados de RNA
mensageiro (MRNA) em tecidos cerebrais pds-morte (Mill e cols., 2002). A hipotese do
alelo 10R sendo mais funcional que os demais apoia os resultados de Fuke e cols. (2001)
em linhagens celulares através de luciferase. Por outro lado, Michelhaugh e cols. (2001)
demonstraram que o alelo 9R aumentaria a transcricdo de DAT em células derivadas de
cérebro de camundongos. Esse resultado foi observado também por Miller e Madras
(2002), em uma analise de expressdo celular. Existem ainda autores que ndo observaram
diferenca na expressao entre os dois alelos mais comuns desse polimorfismo (Greenwood e
Kelsoe, 2003; Mill e cols., 2005a). Recentemente, uma investigacao delineada visando
evitar limitacdes metodoldgicas presentes nos estudos anteriores apoiou a idéia de que o
alelo 10R exibiria uma concentragdo de DAT maior que o 9R. Esse resultado foi
reafirmado por diversas evidéncias e experimentos convergentes, sustentando esse
polimorfismo como sendo funcional (Van Ness e cols., 2005).

Os estudos in vivo, usando Tomografia Computadorizada por Emissdo de Foton
Unico (SPECT; Single Photon Computerized Emission Tomography), também sdo
contraditorios ou sem efeito diferencial entre os alelos (Martinez e cols., 2001). Heinz e
cols. (2000) observaram que individuos com o genotipo 9/10 possuiam uma redugdo da
proteina quando comparados com aqueles 10/10. Contudo, Van Dyck e cols. (2005),
analisando uma amostra de 96 americanos euro-descendentes, relataram maiores niveis de
DAT em portadores do alelo 9R em comparacdo aos homozigotos para 10R, em
concordancia com Jacobsen e cols. (2000). Vale destacar, no entanto, que esses estudos
apresentam um poder estatistico muito baixo, tendo em conta a heterogeneidade das

amostras e o pequeno efeito presumido do polimorfismo.
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Embora esse VNTR no DAT1 fique na regido 3’UTR do gene e esta no final oposto
das seqiiéncias promotoras a montante de DATI, as seqiiéncias 3’UTR sdo conhecidas pelo
seu papel na regulagdo da expressdo génica (Asherson e cols., 2004). Essas seqiiéncias
podem controlar especificamente a exportacdo nuclear, a poliadenilagdo e a taxa de
traducdo e de degradacao deste mRNA (Conne e cols., 2000). A regido 3’ UTR pode, entdo,
ser vista como uma regido regulatoria que € essencial para a expressdao apropriada de
muitos genes.

Os estudos de farmacogenética envolvendo o TDAH e o metilfenidato tem se
concentrado principalmente nesse gene e nesse VNTR de 40 pb. Winsberg e Comings
(1999) foram os primeiros a fazer tal tipo de analise, na qual observaram uma resposta
diminuida em portadores do gendtipo homozigoto para o alelo 10R, dado replicado por
Roman e cols. (2002b) e por Cheon e cols. (2005). No entanto, Kirley e cols. (2003), Stein
e cols. (2005) e Bellgrove e cols. (2005a) observaram uma resposta aumentada em
pacientes com o alelo 10R, enquanto que dados publicados em McGough (2005) e Langley
e cols. (2005) nao demonstraram efeito entre o genotipo desse polimorfismo e a resposta ao
metilfenidato. Os dados de farmacogenética envolvendo esse gene e outros no TDAH
permanecem inconclusivos. Os resultados contraditorios podem ser devidos a estratificagao
populacional nos diferentes grupos de estudo, também sendo necessaria a analise em
amostras maiores que as relatadas até o momento (McGough, 2005).

Mais recentemente, diversos SNPs foram identificados e tém sido estudados em
amostras de criangas com TDAH. Um polimorfismo no éxon 15 (G352A) do DAT]1 foi
analisado em uma amostra de criangas de origem chinesa (Qian e cols., 2004a), com uma
tendéncia do alelo G em meninas com TDAH. Barr e cols. (2001b) investigaram,

juntamente com o VNTR na regido 3’UTR, dois polimorfismos de sitio de restricdo no
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intron 9 e no éxon 9 no gene DATI, verificando associagao apenas quando a analise
haplotipica continha o alelo 10R. Galili-Weisstub e cols. (2005) encontraram os mesmos
resultados para um SNP no éxon 15. Hawi e cols. (2003) analisaram dois polimorfismos na
regido codificadora (éxon 9 e 15) e trés polimorfismos na regido flanqueadora do gene (um
na regido 5’ e dois na regido 3’), com uma transmissao preferencial para aqueles da regido
5’ (alelo 3 do marcador D5S1981) e da 3’ (alelo 2 do marcador DS52005) em uma analise
de HRR. Através da analise de hapldtipos, foram encontradas quatro combinagdes
associadas ao TDAH, todas com o alelo 10R. Feng e cols. (2005b) estudaram, além do
VNTR 3°UTR, polimorfismos Mspl (rs27072, localizado 480 pb a montante do VNTR),
Dral (T/C, localizado a 136 pb a jusante do VNTR), BstUI (rs3863145, localizado a 852 pb
mais a montante do VNTR que Dral), no ¢xon 9 (rs6347) e intron 9 (rs8179029). Somente
o alelo G de Mspl foi transmitido preferencialmente para os pacientes com TDAH; porém,
quando em haplotipo, o alelo 10R era significativo. Os dados de haplotipos desses autores,
sempre envolvendo o 10R, sdo compativeis com os de Brookes e cols. (2006), que
analisaram 10 polimorfismos da regido 5’ a 3’ do gene DATI. De todos eles, somente foi
demonstrada transmissdo preferencial do alelo 10R e do alelo 3 do VNTR de 30 pb do
intron 8, e quando estes dois alelos estavam juntos em haplotipos em duas populagdes
diferentes. Por outro lado, Langley e cols. (2005) testaram o VNTR 3°’UTR e 3 SNPs na
provavel regido promotora do DAT1 em 263 trios e também em estudo caso-controle, € ndo

puderam detectar associagdo entre nenhum desses marcadores ou haplotipos e o TDAH.
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Figura 1. Localizacdo do polimorfismo tipo VNTR de 40 pb na regidao 3’UTR do gene
DAT]1 (adaptado de Madras e cols., 2005).
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Figura 2. Modelo da proteina DAT (adaptagdo de Madras e cols., 2005).
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Tabela 4. Estudos de associagao caso-controle e baseados em familia entre o TDAH ¢ o alelo 10R do VNTR

3’UTR do gene DATI.
Primeiro Autor Ano Método Tamanho amostral Criangas / Achado Local
Adultos
Cook ¢ cols. 1995 HRR 49 trios Criangas Positivo EUA
Gill e cols. 1997 HRR 40 trios Criangas Positivo Irlanda
Waldman e cols. 1998  TDT e subtipos 117 familias Criangas Positivo, principalmente para EUA
sintomas de hiperatividade.
Daly e cols. 1999  TDT e HRR 118 familias Criangas Positivo Irlanda
Palmer e cols. 1999  TDT 124 familias Criangas Negativo EUA
Holmes e cols. 2000  Caso-controle e TDT 137 Criangas TDAH Criangas Negativo Reino Unido
Swanson e cols. 2000a TDT e HRR 80 familias Criangas Negativo Canada
Barr e cols. 2001b TDT 102 familias Criangas Negativo; positivo para Canada
haplétipo contendo alelo 10R.
Curran e cols. 2001a TDT * Criangas Positivo para amostra do Reino ~ Reino Unido e
Unido; negativo para amostra da  Turquia
Turquia.
Payton e cols. 2001  Gémeos Gémeos: 50 pares com Criangas Negativo Inglaterra
escores muito concordantes
e 42 pouco
Roman e cols. 2001  Caso-controle e HRR 81 familias, 100 controles Criangas Negativo. Brasil
Rowe e cols. 2001  Caso-controle Pais de TDAH: 80 pais, 107  Adultos com Positivo para maes 10/10 e EUA
maes vs. Pais de controles: filhos com maiores niveis de desatencao.
42 pais e 51 maes TDAH,
analise
retrospectiva
Todd e cols. 2001a TDT 523 gémeos Criangas Negativo, inclusive com EUA
subtipos.
Muglia e cols. 2002b TDT 152 TDAH Adultos Negativo Canada
Chen e cols. 2003  TDT 110 trios Criangas Positivo Taiwan
Hawi e cols. 2003 HRR 118 criangas com TDAH Criangas Positivo Irlanda
Oh e cols. 2003  Medidas de TDAH 44 meninos Criangas Positivo com 10/10 ¢ medidas Coréia
de TDAH.
Smith e cols. 2003  Caso-controle 105 ADHD, 68 controles Criangas Negativo EUA
Carrasco e cols. 2004  Caso-controle 26 familias com TDAH, 25  Criangas Negativo Chile
controles
Kustanovich e cols. 2004 TDT 293 familias com 535 Criangas Negativo EUA
criangas afetadas
Qian e cols. 2004b Caso-controle, HRR 340 TDAH, 226 controles e  Criangas Negativo, porém alelos mais China
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e TDT 202 trios longos aumentam risco.
Bakker e cols. 2005 TDT 236 familias Criangas Negativo Holanda
Bellgrove e cols. 2005a Medidas de 43 familias Criangas Positivo para 10R e desatengdo Irlanda
desateng@o do lado esquerdo do campo de
visdo.
Bellgrove e cols. 2005b Caso-controle 22 TDAH, 20 controles Criangas Positivo para 10R e prejuizo Irlanda
neuropsicolégico no TDAH.
Bobb e cols. 2005  Caso-controle e TDT 163 TDAH, 192 pais e 129 Criancas Negativo EUA
controles
Cornish e cols. 2005  Caso-controle 58 meninos com mais de Criangas Positivo para gendtipo 10/10 Canada
90% de sintomas de TDAH com sintomas de TDAH e
e 68 meninos com menos inibi¢do de resposta, e amostra
de 10% geral da populagio.
Feng e cols. 2005b TDT 178 familias Criangas Negativo Canada
Galili-Weisstub e cols. 2005  TDT 76 familias Criangas Positivo Israel
JW Kim e cols. 2005  Caso-controle 85 TDAH Criangas Negativo para analise geral; Coréia
porém positivo entre
impulsividade e 9R.
Langley e cols. 2005  Caso-controle e 263 trios e 287 controles Criangas Negativo Reino Unido
FBAT
Mill e cols. 2005b Gémeos 329 homens gémeos * Positiva Reino Unido
dizigéticos
Simsek e cols. 2005  Caso-controle 92 criangas com TDAH e Criancas Negativo para caso-controle, Oman
110 controles meninos com TDAH tem mais
10R que meninas com TDAH
(diferenga ndo vista em
controles).
Todd e cols. 2005  TDT e subtipos 2090 TDAH multicéntrico Criangas Negativo para analise geral; EUA
positivo entre 10R e subtipo
combinado severo.
YS Kim e cols. 2005 TDT 126 trios Criangas Negativo EUA e Coréia
Brookes e cols. 2006  TDT 180 familias inglesas e 216 ~ Criancas Positivo em ambas as amostras. ~ Reino Unido e
familias taiwanesas Taiwan
Carrasco e cols. 2006  Familia * Criangas Negativo Chile
Cheuk e cols. 2006  Caso-controle e TDT 64 familias, 64 controles Criangas Negativo China

HRR: risco relativo de haplotipos; TDT: teste de desequilibrio de transmissao; Tamanho amostral: em familias (trios, duplas e/ou
pares de irmaos) para HRR e TDT ou em niimero de probandos e controles para estudos caso-controle.
* Dados ndo obtidos durante a confecc¢do das tabelas.
** Positivo: p< 0.05; negativo: p> 0.05
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3.2.2.1.2. Gene DRD4

Outro gene do sistema dopaminérgico intensamente investigado no TDAH ¢ o gene
DRDA4. Essa proteina esta presente em redes frontal-subcorticais implicadas na fisipatologia
do TDAH através de estudos de neuroimagem e neuropsicoldgicos (Faraone e Biederman,
1998). Em humanos, o gene DRD4 esta localizado no cromossomo 11p15.5 (Gelernter,
1992; Figura 3). Esse gene ¢ um membro da familia de receptores de dopamina tipo D2 por
ter um grande anel intracelular, diminuir a formagao de AMP ciclico (cCAMP) e ativar a
abertura de canais de potassio e inibir os de célcio (Ceresér e Vianna, 2004).

Os pesquisadores tém focado predominantemente um VNTR de 48 pb no éxon III
do gene, visto que estudos in vitro mostraram que a variante de 7 repeti¢cdes (7R) produziria
uma proteina com menor resposta a dopamina (Van Tol e cols., 1992; Asghari e cols.,
1995). Asghari e cols. (1995) verificaram que esse VNTR causaria pequenas mudancgas na
habilidade do DRD4 bloquear a producdo de cAMP, tendo o alelo 7R uma poténcia de
dobramento de 2-3 vezes menor para o acoplamento de dopamina e adenil ciclase em
comparacgao com os alelos 2R ou 4R. Dados genéticos mais atuais, entretanto, sugerem que
a maioria dos alelos 2R sdo derivados do 7R (Wang e cols., 2004). A variante 2R também
teria uma resposta cCAMP enfraquecida, intermedidria aos alelos 4R e 7R (Figura 4; Wang e
cols., 2004). Essa resposta seria “ndo-linear” (i.e., a capacidade reduzida de cAMP nao
seria linearmente relacionada ao tamanho do VNTR) (Asghari e cols., 1995; Jovanovic e
cols., 1999). As meta-analises de criancas com TDAH tém mostrado associacdo positiva
entre o alelo 7R ¢ criangas com TDAH em estudos caso-controle ¢ baseados em familia
(Faraone e cols., 2001, 2005; Maher e cols., 2002; Wohl ¢ cols., 2005).

Um nimero menor de estudos tem analisado outros polimorfismos nesse gene. Um

exemplo ¢ uma repeticdo de 120 pb na regido 5’ (regido nao-codificadora), localizada a
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1,2kb do ponto de inicio de tradu¢do do DRD4 (Seaman e cols., 1999). McCracken e cols.
(2000) relataram uma associagdo entre o alelo de 240 pb (L, com a duplicacdo) e o TDAH,
porém, a maioria dos outros autores ndo conseguiu o mesmo resultado (Barr e cols., 2001c;
Todd e cols., 2001b; Frank e cols., 2004; Kirley e cols., 2004) ou apenas o observou em
haplétipos envolvendo também outros polimorfismos deste gene, principalmente com o
alelo 7R do éxon III (Mill e cols., 2003; Arcos-Burgos e cols., 2004b). Somente
Kustanovich e cols. (2004) conseguiram replicar a associagdo direta entre esse
polimorfismo e o TDAH. Posteriormente, foi demonstrado que este seria um polimorfismo
funcional, com o alelo L tendo uma func¢ao diminuida em relagdo ao S (D’Souza e cols.,
2004). Trabalhos caso-controle e baseados em familia referentes a esse polimorfismo e ao
VNTR no éxon IIl estdo na Tabela 5. Novamente, destaca-se o pequeno numero de
trabalhos com adultos.

Outros polimorfismos na regido promotora do gene DRD4 tém sido estudados. Barr
e cols. (2001c) analisaram, além da duplicacdo de 120 pb, uma mudanca C/A em -521, a
qual mostrou previamente influenciar o nivel de transcricdo do gene (Okuyama e cols.,
1999), além de uma substituicdo C/G em -616. Porém, nenhum desses polimorfismos
mostrou-se associado ao TDAH. Resultados negativos para os mesmos polimorfismos e
para uma repeticao de poli-G no intron I foram também descritos por Mill e cols. (2003) e
Kirley e cols. (2004). Este ultimo grupo verificou uma tendéncia de associacdo entre
pacientes com TDAH e o alelo A da regido -521, também associado com pacientes com
desempenho prejudicado em testes de atencao (Bellgrove e cols., 2005¢).

Depois do gene DATI, o VNTR do éxon III do DRD4 tem sido o mais estudado no
TDAH com relagdo a resposta ao metilfenidato. Mesmo assim, o numero de trabalhos ainda

¢ bastante reduzido. O primeiro estudo ndo conseguiu mostrar efeito do gene (Winsberg e
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Comings, 1999). Hamarman e cols. (2004) concluiram que criancas portadoras do alelo 7R

necessitavam de doses mais altas do medicamento para melhoria e normalizacdo dos

sintomas. Esse estudo apoia os dados de Seeger e cols. (2001), no qual o 7R estaria

associado a uma melhora terapéutica menos intensa.

Figura 3. Esquema do gene DRD4 e seus polimorfismos mais estudados, entre outros

(adaptado de Wang e cols., 2004).
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Tabela 5. Estudos de associacdo caso-controle e baseados em familia entre o TDAH e polimorfismos do gene DRDA4.

Primeiro e Ano Polimorfismos Método Tamanho Criangas / Achado Local
Gltimo autor amostral Adultos
Lahoste e cols. 1996  Exon III Caso-controle * Criangas Positivo para 7R EUA
Castellanos e 1998  Exon III Caso-controle 41 TDAH e 56 Criangas Negativo EUA
cols. controles
Rowe e cols. 1998  Exon III Caso-controle * Criangas Positivo entre subtipo desatento e EUA
alelo 7R
Smalley e cols. 1998  Exon III TDT 52 familias Criangas Positivo para alelo 7R EUA
Swanson e cols.  1998b  Exon III Caso-controle e 52 familias Criancas Positivo para alelo 7R EUA
HRR
Faraone e cols. 1999a  Exon III TDT 27 trios com adulto  Criangas e Positivo para alelo 7R EUA
com TDAH, esposa  Adultos
e filho TDAH
Barr e cols. 2000b  Exon III TDT * Criangas Positivo para 2 haplotipos Canada
Eisenberg e 2000  Exon III TDT * Criangas Negativo Israel
cols.
Hawi e cols. 2000  Exon III HRR e caso- 78 trios com Criangas Negativo Irlanda
controle TDAH, 22 trios
sem
Holmes ¢ cols. 2000  ExonIII TDT e caso- 137 Criangas Criangas Positivo para alelo 7R Reino Unido
controle TDAH
Kotler e cols. 2000  Exon III HRR 49 trios Criangas Negativo Israel
McCracken e 2000  Duplicagdo 120 pb  TDT e subtipos 371 Criangas Criangas Positivo para alelo de 240 pb EUA
cols. no promotor TDAH e pais
Muglia e cols. 2000  Exon III TDT e caso- 44 familias, 66 Adultos Positivo para caso-controle, Canada
controle ADHD e 66 tendéncia para estudo de familia
controles
Sunohara e cols. 2000  Exon III TDT * Criangas Positivo para 7R Canada
Swanson e cols. 2000  Exon III Subgrupos de 96 TDAH, 48 Criangas Positivo entre 7R e comportamento EUA
TDAH controles extremo; negativo para testes de
atencao
Tabhir e cols. 2000  Exon III TDT e 104 trios Criangas Positivo para alelo 7R Turquia
comorbidades
Auerbach e 2001  ExonIII Medidas de 64 criangas de 1 Criangas Positivo para processamento de Israel
cols. temperamento e ano informagéo e atengdo sustentada cedo
inteligéncia
Barr e cols. 2001c Duplicagao 120 pb  TDT 82 familias Criangas Negativo Canada
no promotor
Curran e cols. 2001b  Exon III Analise de * Criangas Positivo entre 7R e altos escores de Reino Unido
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Mill e cols.

Payton e cols.
Roman e cols.

Rowe € cols.

Todd e cols.

Holmes e cols.

Manor e cols.
Kustanovich e
cols.

Lakatos e cols.

Mill e cols.

Smith e cols.

Arcos-Burgos e

cols.

Carrasco ¢ cols.

El-Faddagh e
cols.
Frank e cols.

2001

2001
2001

2001

2001b

2002

2002b
2004

2003

2003

2003

2004b

2004

2004

2004

Exon III

Exon 11
Exon 111

Exon 111

Exon III e
duplicacdo 120 pb
no promotor
Exon 111

Exon 111

Exon III ¢
duplicacdo 120 pb
no promotor
Exon ITI

Duplicagao 120 pb
no promotor, C-
616G, C-521A,
intron 1, éxon III
Exon ITI

Exon III e
duplicagdo 120 pb
promotor

Exon I1I

Exon 111

Duplicagdo 120 pb
no promotor

sintomas de TDAH
em Criangas da
populacdo

HRR ¢ caso-
controle

TDT

HRR e Caso-
controle
Caso-controle e
comorbidades

Subtipos

TDT e
comorbidades

TDT
TDT

Temperamento de
Criangas de 12
meses

familia

Caso-controle

TDT

Familias

Estudo
retrospectivo
Caso-controle

132 TDAH, 189
controles e 85 trios
150 TDAH

81 familias

TDAH: 80 pais,
107 maes; 93 pais
controles

*

67 familias com
ADHD e transtorno
de conduta

178 trios

293 familias, 535
pacientes

90 criangas

188 familias

105 ADHD, 68
controles
14 familias

26 familias com
TDAH, 25 sem
265 criangas da
comunidade

81 TDAH ¢ 24
controles

Criangas

Criangas
Criangas

Pais de
TDAH X
Pais de

controles
Criangas

Criangas

Criangas
Criangas

Criancas

Criangas

Adultos

Criangas

Criancas
Criangas

Criangas

TDAH

Negativo

Negativo

Positivo para estudo caso-controle;
negativo para HRR

Positivo para pais com 7R e altos
niveis de desatencao e transtorno de
conduta.

Negativo

Positivo entre 7R e Transtorno de
Conduta em TDAH.

Positiva

Positivo para alelo 120 pb, negativo

para 7R.

Negativo

Positivo para haplotipo

Negativo

Positivo para 7R e haplétipo 7R+240
pb

Positiva
Positivo entre 7R e TDAH

Negativa

Reino Unido

Inglaterra
Brasil

EUA

EUA

Reino Unido

Israel
EUA

Hungaria

Reino Unido

EUA

EUA

Chile
Alemanha

EUA
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Kirley e cols. 2004  Duplicagdo 120 pb  Comorbidades e 178 familias Criangas Positiva entre 7R e ODD Irlanda
no promotor, -616,  subtipos
-521, -376, éxon
1I.
Langley e cols. 2004  Exon III Medidas 133 TDAH Criangas Alelo 7R associado com respostas EUA
Neuropsicologicas impulsivas.
Lowe e cols. 2004b  Marcadores TDT * Criangas Positiva associagdo entre -521 ¢ Irlanda
adicionais na parte TDAH.
5’ do gene, como o
SNP -521
Qian e cols. 2004b  Exon III HRR e caso- 202 familias, 340 Criangas Positivo para alelos longos, negativo ~ China
controle TDAH, 226 com alelos especificos.
controles
Seeger e cols. 2004  Exon III Caso-controle 64 TDAH, 163 Criangas Positiva para alelo 7R com interagdo ~ Alemanha
controles ambiental.
Bakker e cols. 2005  Exon III TDT 236 familias Criangas Negativo Holanda
Bellgrove e 2005¢  Exon III e dois Caso-controle e 54 criangas com Criangas Positiva para alelo 7 do Exon III e Irlanda
cols. SNP (-521 e-616)  medidas de atencdo TDAH, mais grupo melhor perfomance no teste de
no promotor controle atencdo, e alelo T do -521 com
resposta pior.
Bobb ¢ cols. 2005  ExonIII TDT e caso- 163 TDAH, 192 Criangas Negativo EUA
controle pais e 129
controles
Brookes e cols. 2005  ExonlIlle TDT ¢ HHRR 216 familias Criangas Negativo Reino Unido e
duplicacdo 120 pb Taiwan
no promotor
Kim e cols. 2005  ExonIII TDT 126 trios Criangas Negativo EUA e Coréia
Leung e cols. 2005  ExonIII Caso-controle 32 TDAH e Criangas Positiva para 2R China
controles
Lynn e cols. 2005  Exon III TDT 171 pais e 96 Adultos Associado com uma histéria de vida ~ EUA
probandos de TDAH.
Mill e cols. 2005b  Exon III Gémeos 329 homens * Negativo Reino Unido
gémeos dizigdticos
Todd e cols. 2005  ExonIII TDT e subtipos 2090 TDAH Criangas Negativo, tendéncia entre 7R e EUA
multicéntrico subtipo combinado severo.
Bhaduri e cols. 2006  Exon III, HRR e TDT 50 familias Criangas Positivo entre 6R ¢ 7R do exon 3 e india
duplicagdo 120 pb TDAH, negativo para outros
no promotor e éxon polimorfismos.
1 (12pb)
Carrasco e cols. 2006  Exon III Familias * Criangas Negativo Chile
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HRR: risco relativo de haplétipos.

TDT: teste de desequilibrio de transmissao.

Tamanho amostral: em familias (trios, duplas e/ou pares de irmaos) para HRR e TDT ou em niimero de probandos e controles
para estudos caso-controle.

* Dados ndo obtidos durante a confecc¢do das tabelas.

** Positivo: p< 0.05; negativo: p> 0.05
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1. OBJETIVOS

1. Geral
e Investigar possiveis associagdes entre polimorfismos nos genes DAT1 ¢ DRD4 em
uma amostra de pacientes adultos com TDAH, estudados em comparagdo com um

grupo controle da populagao.

2. Especificos

e Analisar as freqiiéncias génicas dos polimorfismos de duplicacio de 120 pb no
promotor do gene DRD4, VNTR de 48 pb no éxon III do gene DRD4 ¢ VNTR de 40
pb na regido 3’UTR do gene DATI em uma amostra de adultos euro-descendentes
com TDAH, comparando com as freqiiéncias génicas de uma amostra controle da
mesma etnia.

e Investigar se as freqiiéncias do polimorfismo 3°'UTR VNTR do gene DATI1 estdo
associadas aos subtipos do TDAH, gravidade e comorbidades.

e Avaliar se as freqiiéncias dos polimorfismos do gene DRD4 estdo associadas aos

subtipos do TDAH, gravidade, comorbidades e idade de inicio dos sintomas.
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Abstract

The 10-repeats (10R) allele of the 3’UTR VNTR of the dopamine transporter gene
(DATT) has been reported to be associated with attention-deficit/hyperactivity disorder
(ADHD) in several children samples. There is growing evidence from in vitro studies
indicating that variability in the repeat number of the polymorphism may influence the
transporter density. The diagnoses of ADHD and subtypes were based on DSM-IV
criteria. The polymorphic site of DAT1 was genotyped in 308 adult patients and 233
controls, all of them Brazilians of European descent. The 10/10 genotype was
significantly underrepresented among ADHD patients (3= 6.06, P= 0.014). The post
hoc analysis revealed that genotypes containing the 9R allele are more common among
male patients of the inattentive subtype and among female patients of both subtypes.
Males of the combined subtype and controls had similar genotype frequencies. Subjects
with the 10/10 genotype presented more hyperactivity symptoms than those with other
genotypes. These data suggest that the DATI 3’UTR VNTR effects in the ADHD
subtypes are bidirectional and influenced by gender. Children and adult ADHD samples
provide apparently contradictory results. However, considering the subtype and gender
differences of the samples, the overall available data suggests that different alleles could
be associated to different aspects of the disorder, whose preponderance depends on the

sample characteristics.

Keywords: attention deficit disorder, dopamine transporter gene, inattentive, combined,

hyperactivity.
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Introduction

Attention-deficit/hyperactivity disorder (ADHD) is a prevalent, highly heritable'
childhood-onset disorder that is characterized by age-inappropriate levels of inattention,
hyperactivity and impulsivity.> Although it is commonly recognized as a childhood
disorder, it is estimated that 30-70% of individuals have persistent symptoms into
adulthood.* The decline of the prevalence with increasing age may be advantageous to
genetic investigations because the persistent form of the disorder is less common and
could have a greater genetic liability.® Adult samples are also more suitable to the
investigation of gender effects, since the proportion of affected females, very small in
the childhood, increases to approximately 1:1 among adults.”® The age increase is also
accompanied by a higher prevalence of the inattentive subtype.’

The human dopamine transporter gene (DATI1; SLC6A3) was initially
considered as a suitable candidate gene for ADHD because stimulant medications are
know to block the transporter as one mechanism of action for achieving their
therapeutic effects.'’ This treatment significantly down-regulates elevated DAT density
in the brain of ADHD children and adults.'"'? Imaging studies have revealed a
relatively increased density of the dopamine transporter in the striatal regions of ADHD
adults compared with non-ADHD subjects. "

DATI has been mapped to chromosome 5p15.3,'*" and is comprised of 15
exons. It contains a 40 base pair (bp) variable number of tandem repeats (VNTR) in the
3’-untranslated region (3°UTR)."” Alleles with 3 to 13 repeats have been described, but
those with 10 and 9 repeats (10R and 9R, respectively) are the most frequent across
several populations.'®'” Many groups have investigated the functional role of the DAT1
3’UTR VNTR in vitro and in vivo, both with conflicting and inconclusive results,

sustaining either the 9R'®?' or the 10R**** alleles with a higher transcription, or no
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differential effect between these two alleles.””?’ The most recent study, designed to
avoid the pitfalls of previous investigations, utilized a targeted stable integration
protocol followed by radioligand binding and immunoblotting techniques.”® The 10R
allele displayed a higher concentration of the dopamine transporter protein than the 9R
allele.”® The study provides multiple lines of converging in vitro evidence for the DAT1
VNTR’s modulatory effect on DAT expression, thus supporting it as a functional
polymorphism that may contribute to the recognized inter-individual differences in
DAT density and dopaminergic function.

The first study to detect an association between the 10R allele of the 3’UTR
VNTR of DATI and children ADHD was based on 49 families.”” After that, many
investigations were performed, some of them replicating the initial finding.’*>** Two
meta-analyses pooled eleven and thirteen family based studies and did not support the
involvement of the dopamine transporter gene in ADHD liability.””* Another meta-
analysis' showed a weak association between this allele and the disorder (OR= 1.13),
suggesting that DAT1 merits further analysis. As opposed to the large number of
children studies, up to now there is only one investigation of this polymorphism in adult
ADHD.*' This study found no significant association between the 3’'UTR VNTR and
ADHD, considering the disorder either as categorical or as a continuous trait, although
there was no focus on subtypes.

The overall findings regarding the possible role of the DAT1 3’UTR VNTR on
ADHD suggest that a possible small effect could be masked by factors related to the
heterogeneity of the problem. The successful treatment of the disorder with
pharmacological agents that target the dopamine transporter and the functionality of this
polymorphism strongly suggest that DAT1 could influence some facet of the disorder.

Up to now, few works had sufficient statistical power to explore the effects of gender
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and subtypes. The aim of the present study is test for the association between the DAT1
3’UTR VNTR polymorphism and adult ADHD in a relatively large sample, separately

by gender and subtypes.

Materials and Methods

Subjects

Patients with ADHD were drawn from the ADHD outpatient clinic of the
Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA, a major teaching hospital in the south of
Brazil) in the period from September 2002 to December 2005. The exclusion criteria
were evidence of clinically significant neurological diseases and current or past history
of psychosis and IQ < 70.** All of them were older than eighteen years old. Patients
were investigated and treated after a screening interview that confirmed ADHD
diagnosis. The interviewers in this research were all psychiatrists extensively trained in
the application of all instruments in the research protocol.

This study included 308 adult ADHD patients, 163 males (52.9%) and 145
females (47.1%). The three subtypes were found in the sample (39.0% inattentive, 6.5%
hyperactive/impulsive and 54.5% combined), and the male/female ratio in the subtypes
did not differ. All patients were Brazilians of European descent. Unlike other Brazilian
regions, the African contribution to the gene pool in this region of the country is
relatively small, about 7.2%.% The classification was based in skin color, morphologic
characters and self-reported ethnicity.

The control group for allele and genotype frequencies is composed of 233 blood
donor males assessed in a blood bank. Controls were therefore not interviewed for

psychiatric diagnoses. The expected frequency of ADHD in this group is the same as in
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the general population. This sample was designed to be non-screened, representative of
the gene frequencies of individuals of European descent in Porto Alegre. These
individuals are replacement donors, that is, they are people that replaced the blood used
by a hospitalized family member or friend. For this reason, a behavior-related bias is
not likely. Careful matching for ethnicity with the ADHD patients was performed.

This investigation was approved by the Ethical Committee of HCPA and by the
Federal University of Rio Grande do Sul. All individuals sampled (patients and

controls) provided written informed consent.

Diagnostic assessment of ADHD

The diagnostic procedures for ADHD are extensively described elsewhere.® The
diagnoses followed the DSM-IV criteria,” using the respective sections of the
Portuguese version of K-SADS-E* for children and adolescents. The Kappa coefficients
of interrater agreement for the K-SADS-E were higher than 0.90 for current and lifetime
diagnoses of ADHD and its subtypes.*

Current and lifetime psychiatric comorbidities (alcohol, drug and nicotine
dependences, antisocial personality, oppositional defiant, anxiety, major depressive and
bipolar disorders) were assessed using SCID-IV-R.* The severity of current ADHD
symptoms was assessed by the SNAP-IV Rating Scale'’ and K-SADS-E.*
Temperament dimensions (novelty seeking, harm avoidance, reward dependence and

persistence) were evaluated using the Temperament and Character Inventory (TCI).***

Laboratory Methods

High-molecular-weigh genomic DNA was extracted from whole blood by an

adaptation of Lahiri and Nurnberger.”® PCR amplification of the 40 bp VNTR of DATI
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was performed according to adaptations of Sano et al’’ The products were
electrophoresed on 2.5% agarose gel, stained with ethidium bromide. One hundred base
pair ladders were used to score the various repeat alleles, and positive controls were

always analyzed together with the PCR products.

Statistical Analysis

Allele frequencies were estimated by gene counting. The analysis of Hardy-
Weinberg equilibrium and comparisons between patients and controls were performed
with the chi-square test. One-way analysis of variance (ANOVA) was used to analyze

the number of ADHD symptoms and TCI scores.

Results

Genotype distribution was in Hardy-Weinberg equilibrium both in control
subjects (y°= 14.04, P= 0.522) and patients (y°= 5.17, P= 0.99). The allele and genotype
frequencies for the DAT1 polymorphism in patients and controls are shown in Table 1.
Patients of the hyperactive/impulsive subtype (N= 20) were not included in the
statistical analysis due to the small number of subjects. ADHD patients differed
significantly from controls in the genotype frequencies. The 9R containing genotypes
were more frequent among cases. The same result was verified in the comparison
between female patients of both subtypes and controls, and males of the inattentive
subtype compared with controls (Table 1). Males of the combined subtype presented

similar genotype frequencies as compared to controls.

Insert Table 1 about here
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Table 2 shows the number of K-SADS-E hyperactivity symptoms for the
inattentive and combined subtypes and the DAT1 genotypes. Individuals with the 10/10
genotype have higher hyperactivity scores than those with other genotypes,
independently of subtype. There is no genotype effect in the inattention or impulsivity
scores. Severity as measured by the SNAP-IV Rating Scale and TCI Temperament

dimensions are not associated to DAT1 genotypes.

Discussion

The overall pattern of results in this study disagrees with those obtained in
children samples. Nevertheless, when we restrict the comparison to males of the
combined subtype, results are more compatible with those of children studies, in this
case, no difference between cases and controls. Interestingly, this group is also the most
similar with the disorder profile in childhood, composed mainly of combined boys.”*™*
This is consistent with the observation that, in this sample, the 10/10 genotype is
associated with a higher number of hyperactivity symptoms. The interesting finding is
the contrasting influence of each genotype, since the 9R containing genotypes are
associated with the inattentive subtype.

We hypothesize that the contrasting results obtained in this study compared to
children ADHD investigations might be related to the characteristics of the study
populations (age, comorbidities and different compositions regarding to gender and
subtypes). The association with the 9R allele might not be detected in children samples
because girls are subdiagnosed in childhood.”® They have lower risk of disruptive

behavior disorders™ and are less likely to be associated with problems in school than

boys with ADHD.”® In addition to the small percentage of girls, children ADHD
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samples usually have a smaller fraction of patients of the inattentive subtype, what
could possibly prevent the obtention of the results reported here. Maybe there are
peculiarities in the genetic profile of the ADHD children who persist with the disorder
into adulthood. On the other hand, there could be ADHD cases not diagnosed in the
childhood (mostly women and inattentives) that are more likely to be referred as adults.
These patients might also have a different genetic profile for ADHD. Thus, our results
could be either related to the persistent form of the disorder or to new cases not

available in children ADHD studies.

Insert Table 2 about here

There are few studies analyzing children ADHD subtypes and the DAT1 3’UTR
VNTR. They are consistent with an association between the 10R allele and
hyperactivity/impulsivity symptoms *' and the severe combined subtype.’’ Oh et al’®
used the Continuous Performance Test, as an endophenotypic measure, and concluded
that the 10/10 genotype was associated with less attention deficits than genotypes
carrying the 9R allele. This last study is consistent with our finding that the 9R allele
could be associated with inattention.

There is previous evidence that the 9R allele may be associated with other
psychiatric disorders or phenotypes. These include withdrawal seizures or delirium and
more severe effects of alcohol withdrawal in alcohol dependent subjects;””®' type 2
alcoholism, with early onset and heavy behavioral problems;** paranoia symptoms in
cocaine dependents;® posttraumatic stress disorder;** cigarette smoking;* externalizing

behavior in children;*® and antisocial-violent behaviour and aggressiveness in heroin-

dependent males.®” However, when we analyzed the most frequent comorbidities in our
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ADHD patients, there was no association with the 9R allele. Therefore, in this sample
the 9R allele does not seem to be associated with any more specific phenotype than
ADHD inattention.

DAT]1 is not the first gene for which there is suggestive evidence that different
alleles may predispose to different psychiatric phenotypes. The two alleles of the
polymorphism that changes a valine to methionine at position 158 (Vall58Met) of
Catechol-O-methyltransferase (COMT) gene seem to increase the predisposition to
symptoms of schizophrenia or anxiety, respectively.®® It has been hypothesized that the
inattentive and combined ADHD subtypes could in fact be to two separate disorders,
probably with distinct etiologies.”” Both subtypes are characterized by dissociable
cognitive and behavioral profiles, and different patterns of comorbidities, responses to
medication and underlying neurobiological problems.” In this case, the DAT1 9R and
10R alleles might in fact be small added parts of phenotypes or dimensions that, under
the influence of other genetic or environmental factors, would predispose to inattention
or hyperactivity.

Many investigations have analyzed other polymorphisms in the 3’ region of
DATI, with data that suggest linkage disequilibrium with the 3°UTR VNTR.*®%7!
Haplotype analysis is a valuable approach to detect additional functional
polymorphisms associated to a particular disorder.”” However, the one-at-a-time study
of each functional polymorphism is a necessary and more conservative approach for
association studies, especially in scarcely studied phenotypes as adult ADHD.
Obviously, further studies are required to isolate additional relevant functional
sequences and demonstrate the way in which they alter DAT1 function and the possible

predisposition to ADHD.
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The interpretation of our results should consider some methodological aspects.
Case-control studies should always be aware of the risk of population stratification. Our
control group was carefully matched for ethnicity, and the allele and genotype
frequencies are nearly identical to those found in a Chilean population sample (10R:
74%, 9R: 23%)" and in a US Mixed population (10R: 76.2%, 9R: 22.6%)>. This
control group is composed only of men, but the allele and genotype frequencies did not
differ from another control group from Porto Alegre genotyped for the DATI 3’UTR
VNTR that included women.” The present sample size is not as big as has been
suggested for state-of-the-art case control studies,” but is one of the biggest in ADHD
genetics studies, especially adult ADHD. These results were obtained in a clinical-based
sample of Brazilians of European descent. However, the clinical presentation of adult
ADHD in Brazil is very similar to other published samples.® Another limitation is the
small sample size of the pure hyperactive/impulsive subtype. Future studies should have
statistical power to analyze this subtype separately. These analyses should be replicated
in independent studies to further clarify the role of DAT1 in adult ADHD.

To the best of our knowledge, this is the first study to evaluate the relationships
between the DATI1 genotypes, subtypes and genders in adult ADHD. The results
support the hypothesis that DAT1 has an important but complex role in ADHD. This
role seems to be remarkably influenced by factors related to gender, subtype and age of

the sample.
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Tables

Table 1. Genotype and allele frequencies of the DAT1 3’UTR VNTR.

Sample Alleles frequencies Genotypes frequencies
10R Others 10/10 Others
N % N % N % 2 P N % N % 12 P

Controls (N=233) 102 219 355 762 9 1.9 142 60.9 91 39.8
ADHD (N=308) 171 27.8 433 703 12 19 4.88 0.087 155 503 153 49.7 6.06 0.014
Males (N= 163) 89 273 234 718 3 09 4.12 0.127 86 528 77 472 2.63 0.105
Females (N= 145) 83 28,6 198 683 9 3.1 587 0.053 69 476 76 524 647 0.034
Inattentive (N=120) 72 30,0 164 683 4 1.7 5.16 0.060 58 48.3 62 51.7 513 0.024
Males (N=67) 39 29.1 94  70.1 1 08 3.69 0.158 32 478 35 522 371 0.054
Females (N=53) 33 31.2 70 66.0 3 2.8 465 0.098 26 49.1 27 509 251 0.113

Hyperactive/Impulsive (N= 20) 17 42.5 23 575 0 0 7 35.0 13 65.0
Combined (N= 168) 83 247 245 729 8 23 1.13 0.567 90 53.6 78 464 2.18 0.140
Males (N= 84) 38 226 128 762 2 1.2 042 03810 50 59.5 34 405 0.05 0.819
Females (N=84) 45 26,8 117 69.6 6 3.6 339 0.184 40 47.6 44 524 448 0.034
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Table 2. K-SADS-E hyperactivity scores and the DAT1 3> UTR VNTR.

Subtype DAT1 genotypes
10/10 Others

N Mean(=+SE) N Mean (+ SE)

Inattentive 58 2.15(x1.41) 62 1.64 (= 1.45)
Combined' 89 4.98(£0.92) 78  4.79 (+0.93)
Total 147 3.87(x1.79) 140  3.40 (£ 1.97)

'This variable was not available in one individual.

DAT]1 genotypes vs. hyperactivity scores: F = 6.36, P =0.012
ADHD subtypes vs. hyperactivity scores: F = 460.03, P < 0.0001
DAT]I genotypes vs. subtypes interaction: F = 1.28, P =0.26
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ABSTRACT

Recent meta-analyses have indicated that the 7-repeat (7R) allele of a VNTR in the third
exon of dopamine D4 receptor gene (DRD4) is associated with children attention-
deficit/hyperactivity disorder (ADHD), although single studies frequently failed to show
significant association. More recently, the long (L allele) of a 120-base pair repeat in the
5’ region of DRD4 has been associated to the disorder. Despite of childhood studies,
adult samples were little explored. We genotyped 308 adult ADHD patients and 230
controls, all of them Brazilians of European descent. The diagnoses of ADHD and
comorbid disorders were based in the DSM-IV criteria. The risk alleles were not
associated with adult ADHD or its subtypes. However, the 7R allele was associated
with an earlier age of onset of the disorder (F= 5.21, P= 0.023) and with comorbid
bipolar disorder in the ADHD sample (y°= 4.43, P=0.035). These findings support a

small, complex influence of DRD4 in the development and heterogeneity of ADHD.

Keywords: comorbidities; dopaminergic; endophenotype; exon III VNTR; haplotype;

multifactorial; promoter.
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INTRODUCTION

Progress in identifying some of the genes involved in attention-
deficit/hyperactivity disorder (ADHD) susceptibility has been relatively fruitful over the
past decade by screening genetic variants that lie within or close to genes that regulate
neurotransmitter systems, particularly dopamine pathway genes [Asherson et al., 2004].
One of the more consistent findings, reported in several meta-analyses in children
ADHD [Faraone et al., 2001, 2005; Maher et al., 2002; Wohl et al., 2005], is the
association with the 7-repeat allele (7R) of a 48-base pair (bp) variable number of
tandem repeats (VNTR) in exon III of the dopamine D4 receptor gene (DRD4).
However, there is also a number of negative reports and discrepancies between case-
control and family studies [Castellanos et al., 1998; Eisenberg et al., 2000; Hawi et al.,
2000; Kotler et al., 2000; Mill et al., 2001; Payton et al., 2001; Todd et al., 2001;
Kustanovich et al., 2004; Smith et al., 2003; Frank et al., 2004; Bakker et al., 2005;
Bobb et al., 2005; Brookes et al., 2005; Carrasco et al., 2006]. Functional in vitro
studies suggested that the 7R allele produces a blunted response to dopamine [Van Tol
etal., 1992; Asghari et al., 1995; Wang et al., 2004].

Genetic variants in the DRD4 5’-regulatory region have also been reported to be
associated with ADHD. A 120 bp duplication located 1.2 kb upstream of the initiation
codon provided positive association findings with ADHD [McCracken et al., 2000;
Kustanovich et al., 2004], although negative studies have also been reported [Barr et al.,
2001; Todd et al., 2001; Frank et al., 2004; Kirley et al., 2004]. An expression study
showed that the L allele (549 bp) conferred lower transcriptional activity than the S
allele (429bp) in mammalian cell lines [D’Souza et al., 2004].

Several follow-up studies that evaluated the persistence of the disorder in

adulthood have revealed that one to two thirds of ADHD children have significant,
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persistent symptoms of the disorder [Weiss et al., 2000; Faraone et al., 2006]. Despite
the positive meta-analyses in children involving the exon III VNTR, studies in adult
ADHD samples are scarce and therefore insufficient for a definitive conclusion about a
possible association. An initial association was suggested between adult ADHD and the
7R allele [Muglia et al., 2000], but afterwards the same association was restricted to a
haplotype composed by the 7R and L alleles in a sample combining adults and children
with the disorder [Arcos-Burgos et al., 2004]. In addition, the 7R variant was associated
with a lifetime history of ADHD in a sample of parents of ADHD children [Lynn et al.,
2005].

Both clinical [Biederman et al., 2004] and genetic [Doyle et al., 2005] studies
have shown that ADHD is a highly heterogencous disorder. This heterogeneity
manifests itself as the subtypes of the disorder as well as in a range of frequent
comorbidities [Biederman et al., 2004]. Although some investigations focused the
heterogeneity issue in genetic studies of children ADHD [Rowe et al., 1998, 2001;
Swanson et al., 2000; Auerbach et al., 2001; Todd et al., 2001, 2005; Holmes et al.,
2002; Kirley et al., 2004; Langley et al., 2004; Bellgrove et al., 2005], there are no
similar studies with adult samples. The aim of the present work is to investigate the
association between two polymorphisms in the DRD4 gene in a relatively large sample
of adult ADHD. In order to verify if the association could be restricted to some relevant
aspect of ADHD that could explain the weak effect of the 7R allele in children meta-
analyses and persistent ADHD, we also analyzed the ADHD subtypes, temperament

dimensions, age of onset of ADHD symptoms and prevalent comorbidities.
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MATERIALS AND METHODS
Subjects

Patients with ADHD were drawn from the ADHD outpatient clinic of the
Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA, a major teaching hospital in the south of
Brazil) in the period from September 2002 to December 2005. The exclusion criteria
were evidence of clinically significant neurological diseases and current or past history
of psychosis and 1Q < 70 [Kaplan et al., 1991]. All of them were older than eighteen
years old. Patients were investigated and treated after a screening interview that
confirmed ADHD diagnosis. The interviewers in this research were all psychiatrists
extensively trained in the application of all instruments in the research protocol.

A total of 308 ADHD probands were included in the analysis, 164 males
(53.25%) and 144 females (46.75%). The majority (54.7%) of probands were diagnosed
with ADHD combined type, while 38.8% were primarily inattentives and 6.5%
presented the hyperactive/impulsive subtype.

Patients were all Brazilians of European descent. Unlike other Brazilian regions,
the African contribution to the gene pool in this region of the country is small, about
7.2% [Dornelles et al., 1999]. The classification was based in skin color, morphologic
characters and self-reported ethnicity.

The control group for allele and genotype frequencies is composed of 230
Brazilian blood donor males carefully matched for ethnicity. Controls were therefore
not interviewed for psychiatric diagnoses. The expected frequency of ADHD in this
group is the same as in the general population. This sample was designed to be non-
screened, representative of the gene frequencies of individuals of European descent in

Porto Alegre. These individuals are replacement donors, that is, they are people that
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replaced the blood used by a hospitalized family member or friend. For this reason, a
behavior-related bias is not likely.

This investigation was approved by the Ethical Committee of HCPA and by the
Federal University of Rio Grande do Sul. All individuals sampled (patients and

controls) provided written informed consent.

Diagnosis

The diagnostic procedures for ADHD followed the DSM-IV criteria [American
Psychiatric Association, 1994], using the respective sections of the Portuguese version
of K-SADS-E [Mercadante et al., 1995] for children and adolescents. The only
adaptation to adulthood symptoms [Grevet et al., 2005] was the adjustment of the
criterion for onset of symptoms to age 12 or earlier instead of 7 or earlier as reported by
others [Murphy and Barkley, 1996; Murphy et al., 2002]. In the clinical practice,
adolescents and adults frequently fail to provide precise recall on age of onset [Rohde et
al., 2000]. This adjustment is justified because no evidence exists to show that this
criterion of onset by age 7 distinguishes valid from invalid cases [Barkley and
Biederman, 1997; Rohde et al., 2000]. The age of onset was investigated asking patients
or some close family member who knew the patient during childhood when they
presented impairments in at least two settings related to inattention, impulsivity and/or
hyperactivity. The earlier referred age for each patient was included in the analysis. This
variable was not available in four individuals, decreasing the final sample size for this
analysis to 304.

Current and lifetime psychiatric comorbidities (alcohol, drug and nicotine
dependences, antisocial personality, oppositional defiant, anxiety, major depressive and

bipolar disorders) were assessed using SCID-IV-R [First et al., 1998]. In order to
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increase the sample size in some cells, some diagnoses were grouped. Therefore, as
anxiety disorder we considered any anxiety disorder (panic, agoraphobia, social phobia,
general anxiety and obsessive compulsive) and as bipolar disorder we included any
bipolar disorder (type I, type II and cyclothymic disorder). The severity of current
ADHD symptoms was assessed by the number of K-SADS-E symptoms [Mercadante et
al, 1995]. The Kappa coefficients of interrater agreement for the K-SADS-E were
higher than 0.90 for current and lifetime diagnoses of ADHD and its subtypes [Grevet et
al., 2005]. Temperament dimensions (novelty seeking, harm avoidance, reward
dependence and persistence) were evaluated using the Temperament and Character

Inventory (TCI) [Cloninger et al., 1993; Cloninger et al., 1994].

Laboratory Methods

The DNA was extracted from whole blood following the Lahiri and Nurnberger
method [1991]. PCR amplification of the exon IIl VNTR was performed according to
adaptations of Lichter et al. [1993] e Chang et al. [1996], and for the promoter
polymorphism, of Seaman et al. [1999]. The products were electrophoresed on 3.5%
(exon IIT VNTR) and 1.5% (promoter polymorphism) agarose gel stained with ethidium
bromide. One hundred base pair ladders were used to score the various repeat alleles,

and positive controls were always analyzed with the PCR products.

Statistical Analysis

Allele frequencies were estimated by gene counting. The analysis of Hardy-
Weinberg equilibrium and comparisons between patients and controls were performed
with the chi-square test. One-way analysis of variance (ANOVA) was used to analyze

the age of onset of ADHD symptoms. Haplotypes were set by the MLOCUS program
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[Long et al., 1995; Long, 1999; Peterson et al., 1999]. Linkage disequilibrium between
the markers was estimated with the 3LOCUS [Long, 1999] and the Arlequin [Schneider

et al., 2000] softwares.

RESULTS

Genotype distribution was in Hardy-Weinberg equilibrium both in controls
(exon IIT VNTR: ¥2=20.79, P=0.472; promoter: y2= 1.13, P= 0.29) and patients (exon
I VNTR: 2= 15.57, P= 0.793; promoter: x2= 0.15, P=0.70). The allele and genotype
frequencies for the exon III VNTR and for the 120 bp duplication of DRD4 for controls
and patients are shown in Table I. Since the sample size of the hyperactive/impulsive
subtype was very small (N=20), this group was not included in the statistical analyses.
None of the polymorphisms revealed significant differences between patients and
controls, even when considering ADHD subtypes or gender effects (Table I). There is
no significant linkage disequilibrium between both loci (y2= 9.20; P= 0.16). However,
there is a strong linkage between the alleles L and 7R, 97% of 7R alleles are in a
chromosome that bears the L allele. While the overall D’ is 0.26, the pairwise D’
between L and 7R is 0.46. The haplotype-based results did not provide additional
information in relation to single locus analyses, and therefore are not presented.

The 7R allele of exon III VNTR was associated with an earlier age of onset of
ADHD symptoms (Table II) and the presence of comorbid bipolar disorder in ADHD
patients (Table III). In relation to the 5° polymorphism, there is a trend towards
association with bipolar disorder (Table III), but not with age of onset (Table II). No
association was detected between the polymorphisms and temperament dimensions and

the other comorbidities investigated.
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During the course of DRD4 genotyping, one ADHD patient was found to have
an allele of 729 bp for the polymorphism in the 5’ region. To facilitate statistical
analyzes, this individual was excluded from the initial sample (N=309). This allele was
classified as 4 repeats of 120 bp duplication. This variant was confirmed by independent

PCR and genotyping. To our knowledge, this allele has not been reported previously.

DISCUSSION

This is one of the few available association studies between adult ADHD and the
DRD4 gene. Although no direct association was observed, some potentially relevant
findings should be taken into consideration. The first regards to the possible effect of
the 7R allele in the age of onset of ADHD symptoms, a variable that usually is not
investigated in children samples. The second is the suggestive association of the same
allele with comorbid bipolar disorder.

Although most ADHD studies pull together the three ADHD subtypes, one
investigation found that the 7R allele was present more frequently in children with the
ADHD inattentive type [Rowe et al., 1998], while another showed marginally
significant evidence for over-transmission of the same allele in the severe combined
ADHD subtype [Todd et al., 2005]. None of the former association studies between
DRD4 and adult ADHD focused on subtypes. In our search for clinically relevant
aspects of ADHD influenced by DRD4, subtypes were not associated to genotypes.
Likewise, we did not detect associations between DRD4 and the number of symptoms
of inattention or hyperactivity/impulsivity.

To the best of our knowledge, there are no previous association studies between
a genetic polymorphism and the age of onset of ADHD symptoms. In the present

sample, the 7R allele of DRD4 was associated with an earlier onset of problems.
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Interestingly, in our sample an earlier age of onset of symptoms is associated with a
higher number of symptoms of hyperactivity (= -0.18; P= 0.002), but not with
symptoms of inattention. These results suggest that the age of onset of symptoms might
related to some hyperactivity-related endophenotype not assessed in the current study.
This result supports a previous finding that linked the 7R-allele with hyperactivity
symptoms in ADHD [Roman et al., 2001].

There are no previous adult ADHD studies focusing on the association between
DRD4 and ADHD comorbidities. Children studies concentrated in conduct disorder and
oppositional defiant disorder, suggesting an association with the 7R allele of exon III
VNTR and these comorbidities [Rowe et al., 2001; Holmes et al., 2002; Kirley et al.,
2004].

Although there are no previous genetic studies focusing on bipolar disorder as a
comorbidity in ADHD, many studies have investigated the DRD4 exon IIT VNTR in
bipolar disorder patients. While most studies did not find a positive association with the
7R allele [De Bruyn et al., 1994; Lim et al., 1994; Manki et al., 1996; Oruc et al., 1997,
Staner et al., 1998; Bochetta et al., 1999; Muglia et al., 2002; Serretti et al., 2004], it
was shown that this allele was associated with higher scores of delusional symptoms in
mood disorders, including bipolar disorder [Serretti et al., 1998]. It could be
hypothesized that a fraction of ADHD children that persist with symptoms in the
adulthood could share both the 7R allele and a predisposition to bipolar disorder. Future
studies in children ADHD should verify the possible association between the 7R allele
and bipolar disorder. Moreover, longitudinal, follow-up studies could tell if ADHD
children with the 7R allele are prone to bipolar disorder during the course of their
development. It is noteworthy that bipolar disorder is a prevalent comorbidity in adult

ADHD [Biederman, 2004; Secnick et al., 2005; Grevet et al., in press].
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Despite the 120 bp duplication polymorphism is known as a functional one
[D’Souza et al., 2004], no significant association was observed between the L allele and
the ADHD diagnosis, subtypes, comorbidities or another endophenotype. This result
reinforces the view that the exon III VNTR is associated with ADHD-related
phenotypes. Chance, false positive associations are expected to occur in all
polymorphisms, but positive results are concentrated, in this and previous studies, in the
VNTR.

The interpretation of our results should consider some methodological aspects.
Case-control studies should always be aware of the risk of population stratification. Our
control group was carefully matched for ethnicity, and the allele and genotype
frequencies are nearly identical to those found in European populations [Chang et al.,
1996; Paterson et al., 1996; Seaman et al., 1999]. This control group is composed only
of men, but the allele and genotype frequencies of exon III VNTR did not differ from
another control group from Porto Alegre genotyped for the DRD4 gene that included
women [Bau et al., 2001]. Assuming the positive meta-analyses reported for the
candidate gene and the small presumed effect size, we regarded the Bonferroni
correction as excessively conservative, and prefer a cautious interpretation. The
associations observed should be tested in independent samples of adults with ADHD.
These results are valid only for a clinical-based sample of Brazilians of European
descent. However, the clinical presentation of adult ADHD in Brazil is very similar to
other published samples [Grevet et al., in press]. Another limitation is the small size of
hyperactive/impulsive subtype sample. Future studies should have statistical power to
analyze this subtype separately.

In conclusion, our results from an adult sample did not support a direct

association between the DRD4 gene and ADHD, differently from the meta-analyses of
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children studies. However, the overall findings support a small influence of the gene in
ADHD, when aspects of the heterogeneity (bipolar disorder and age of onset) of the

disorder are considered.
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TABLES

TABLE I. DRD4 gene frequencies and adult ADHD.

Sample Controls ADHD ADHD Subtypes
(Total) Inattentive Hyperactive Combined
Males Females Total (Total) Males Females Total
Sample size 230 308 67 52 119 20 85 84 169
Frequencies N % N % N % N % N % N % N % N % N %
EXON III
2R 39 85 52 85 15 112 6 58 21 8.8 3 7.5 15 8.8 13 7.7 28 8.3
4R 300 652 392 636 84 627 69 663 153 643 32 80.0 104 612 103 61.3 207 61.2
7R 110 239 138 224 26 194 24 231 50 210 5 12.5 40 235 43 256 83 24.6
Others 11 24 34 55 9 67 5 48 14 5.9 0 0 11 6.5 9 5.4 20 5.9
v, P 6.52 0.09 7.63 0.05 2.57 046 595 0.11 3.64 030 392 027 6.76 0.08
Presence of 7R 102 443 126 409 24 358 21 404 45 378 4 20.0 38 447 39 464 77 456
Absence of 7R 128 55.7 182 59.1 43 642 31 596 74 622 16 80.0 47 553 45 536 92 54.4
x’, P 0.64 042 154 021 027 0.60 137 0.24 0.00 095 0.11 0.74 0.05 0.81
PROMOTER
SS 12 52 13 42 4 60 2 38 6 5.1 2 10.0 3 3.5 2 2.4 5 3.0
SL 69 30.0 106 344 17 254 16 308 33 277 11 55.0 30 353 32 381 62 36.7
LL 149 648 189 614 46 686 34 654 80 672 7 35.0 52 612 50 595 102 60.3
x, P 1.32 0.52 055 0.76 0.17 092 0.21 0.90 1.1 059 263 027 279 025
Presence of S 81 352 119 386 21 313 18 346 39 328 13 650 33 38.8 34 405 67 39.6
Absence of S 149 648 189 614 46 68.7 34 654 80 672 7 35.0 52 612 50 595 102 604
y, P 0.55 045 040 053 0.1 090 026 0.61 030 059 0.66 042 0.72 040

All comparisons between ADHD

patients and controls resulted non-significant.
Comparisons between ADHD subtypes and controls also resulted non-significant.
There are no significant gender differences in allele and genotype frequencies.
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TABLE II. DRD4 gene and age of onset of ADHD symptoms.

Allele Average age of onset (£SE) F P
Exon IIT (N=304) 5210 0.023
Presence of 7R (N=125) 6.048 (£2.741)
Absence (N=179) 6.824 (£3.033)
Promoter (N=304) 0.877  0.350

Presence of S (N=119)
Absence (N=185)

6.703 (£3.034)
6.378 (+2.873)
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TABLE III. DRD4 gene and Bipolar Disorder in adult ADHD.

ADHD without ADHD with
Bipolar Disorder  Bipolar Disorder

N % N % Xz P
Exon IIT (N= 308) 254 82.5 54 17.5 4.434  0.035
Presence of 7R 97 38.2 29 53.7
Absence 157 61.8 25 46.3
Promoter (N= 308) 254 82.5 54 17.5 2.240 0.134

Presence of S 103 40.6 16 29.6
Absence 151 59.4 38 70.4
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V. DISCUSSAO

O conjunto de resultados da presente dissertacdo deve ser avaliado no contexto da
linha de pesquisa voltada para o TDAH em adultos em desenvolvimento na Universidade
Federal do Rio Grande do Sul. Os genes DRD4 e DAT1 foram escolhidos para esse esforgo
inicial porque sdo os genes mais estudados em amostras de TDAH em criangas. Ambos
contam com evidéncias de diferentes tipos apontando para um papel no transtorno. Como
pouquissimos estudos genéticos de associagdo foram publicados com o TDAH em adultos
(ver Tabela 3 da introducao), decidimos comegar os estudos genéticos da nossa amostra por
esses genes. De maneira geral, os resultados nao sao de facil interpretagdao. Ao longo dos
dois artigos, discutimos aspectos especificos de cada um dos genes, tentando alcangar uma
convergéncia entre os resultados obtidos e aqueles ja publicados em amostras de criangas.
Nesta secdo, serao abordadas questdes mais gerais sobre a metodologia empregada e sera
feita uma tentativa de correlacionar e integrar os resultados obtidos, bem como discutir as
perspectivas para a continuidade deste trabalho. A amostra esta sendo ampliada para futuras
analises genéticas e confirmagdo do efeito dos genes aqui analisados no TDAH em adultos.

Nas amostras de criangas, ha alguma convergéncia na literatura no sentido de que o
alelo 7R do DRD4 estaria associado ao TDAH (Faraone ¢ cols., 2001, 2005; Mabher ¢ cols.,
2002; Wohl e cols., 2005) e sugestdes menos robustas de que o 10R do DATI1 estaria
envolvido com os sintomas de hiperatividade (Waldman e cols., 1998). Nos dois artigos,
buscamos avaliar as mesmas associagdes em adultos, uma vez que a prevaléncia e as
caracteristicas demograficas e clinicas ndo sdo equivalentes nas duas faixas etarias. Além
disso, a comparacao dos resultados obtidos em adultos com aqueles da infancia pode

permitir inferéncias novas sobre o papel destes genes na historia natural do transtorno. De
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fato, os dois artigos aqui apresentados sugerem que o TDAH avaliado em pacientes que
buscam atendimento na idade adulta apresenta diferengas clinicas e genéticas substanciais
em relagdo as amostras de criancas. Existe, no entanto, ao menos uma concordancia
absoluta entre os presentes resultados e os ja publicados: a de que o efeito individual de
cada gene envolvido tende a ser muito pequeno. Abre-se, assim, uma ampla perspectiva de
investigacao na area, ja que a analise comparativa do efeito de outros genes, envolvidos em
outros fenotipos associados ao TDAH, podera facilitar a elucidagdo do panorama geral do
transtorno nas diferentes faixas etarias.

Sao poucos os polimorfismos em genes candidatos para o TDAH com um efeito
funcional bem esclarecido. Um bom exemplo ¢ o 5S-HTTLPR, uma inser¢ao/delecao de 44
pb no promotor do gene 5-HTT (Collier e cols., 1996; Heils e cols., 1996). Um maior
esclarecimento do significado funcional dos polimorfismos ¢ imprescindivel para esclarecer
os reais papéis dos genes na suscetibilidade ao TDAH. Pouco pode ser inferido sobre a
contribuicdo de um gene sobre os mecanismos bioldgicos de uma doenca se ndo for
conhecido o significado da variacdo genética estudada. Nenhum dos trés polimorfismos
estudados nessa dissertacdo apresenta evidéncias de significado funcional tdo robustas
quanto o 5-HTTLPR, mas ainda assim destacam-se nesse quesito quando comparados a
outros polimorfismos nos mesmos genes.

A possibilidade do efeito atribuido aos polimorfismos estudados ser devido a outros
loci em desequilibrio de liga¢do ja foi brevemente considerada nos capitulos anteriores.
Apesar do efeito isolado de outros polimorfismos ter sido detectado em alguns estudos de
haplotipos para ambos os genes (Barr e cols., 2001b, 2001c; Hawi e cols., 2003; Mill e
cols., 2003; Kirley e cols., 2004; Lowe e cols., 2004; Bellgrove e cols., 2005c; Feng e cols.,

2005b; Galili-Weisstub e cols., 2005; Langley e cols., 2005; Brookes e cols., 2006),
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nenhum deles foi replicado e nenhum estudo foi realizado em amostras envolvendo adultos.
Contudo, ndo se pode descartar a possibilidade de que outros polimorfismos funcionais
estejam mascarando o papel real daqueles analisados no presente estudo, incluindo os
anteriormente descritos. Objetiva-se, futuramente, estudar a influéncia de outros
polimorfismos nos genes DRD4 ¢ DAT1 em adultos com TDAH.

Existem duas explicagdes principais para as inconsisténcias dos resultados dos
estudos de genética molecular em condi¢des complexas como o TDAH: o baixo poder
estatistico para detectar genes de efeito pequeno e a heterogeneidade (Faraone e cols.,
1999b; Doyle e cols., 2005). A analise de subgrupos visando desvendar a heterogeneidade
nao ¢ comum, sendo que o principal motivo para a falta de estudos com essa abordagem ¢ a
rara disponibilidade de um tamanho amostral adequado. E importante ter em mente que
muitos transtornos psiquidtricos tendem a estar associados entre si, mais freqiientemente do
que seria esperado por acaso (Kessler e cols., 2005). Essa peculiaridade faz com que a
complexidade vinculada aos transtornos mentais seja muito grande, demandando uma
caracterizacdo fenotipica muito detalhada e a consideragdo da mesma nas analises
genéticas. Alguns estudos moleculares tém comecado a explorar fontes de heterogeneidade
nos genes aqui analisados (Rowe e cols., 1998, 2001; Waldman e cols., 1998; McCracken e
cols., 2000; Auerbach e cols., 2001; Todd e cols., 2001b, 2005; Holmes ¢ cols., 2002; Oh ¢
cols., 2003; Kirley e cols., 2004; Langley e cols., 2004; Bellgrove e cols., 2005a, 2005b;
Kim e cols., 2005); porém, os resultados ndo tem sido conclusivos em fun¢do da
necessidade de amostras ainda maiores para analise de subgrupos. A andlise de
endofenotipos € potencialmente uma ferramenta util na determinag@o do efeito de genes em
doengas complexas (Almasy e Blangero, 2001; Gottesman e Gould, 2003). J& que um

endofenotipo seria influenciado por menos fatores genéticos (e ambientais) que o transtorno
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como um todo, o seu uso poderia resultar, teoricamente, em um poder estatistico maior para
detectar o efeito de genes individuais (Doyle e cols., 2005). No entanto, ainda muito deve
ser investigado para que se chegue a uma lista consistente de endofenotipos para estudo no
TDAH.

A heterogeneidade clinica existente nas amostras de criangas e adultos pode ter
influenciado a ndo replicagdo de alguns dos achados positivos na infancia. Como ja foi
bastante enfatizado, a representatividade de cada sexo e subtipo varia significativamente
entre os dois tipos de amostras. Além disso, embora na maioria dos estudos o diagndstico
do TDAH e comorbidades seja baseado nos critérios do DSM-IV, o uso de instrumentos
diversos pode levar a obtencdo de amostras clinicamente diferentes. O modo de
recrutamento dos pacientes também pode interferir, assim como o treinamento dos
entrevistadores. A origem dos individuos, se da comunidade ou de hospitais, também
parece influenciar bastante na caracterizagao clinica das amostras (The ADHD Molecular
Genetics Network, 2000).

A heterogeneidade genética também pode ter contribuido para as inconsisténcias
nos resultados entre os nossos estudos e os anteriores. A grande variabilidade nas
freqiiéncias alélicas na maioria dos loci polimoérficos entre as populagdes (Cavalli-Sforza e
cols., 1994) sugere que amostras de paises com diferentes origens étnicas podem ter um
background genético diferente com influéncia nos transtornos mentais. E importante
considerar ainda que, em doengas complexas, muitas combinagdes diferentes de genes e
alelos podem produzir o mesmo fendtipo (State e cols., 2000; Swanson e cols., 2001).
Quando a estratificagdo populacional ndo ¢ controlada adequadamente em uma
investigacdo, este fator de confusdo poderia gerar resultados falso-positivos. No nosso

estudo, tal problema foi minimizado pelo pareamento entre controles e pacientes quanto a
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etnia. Ainda que ndo se tenha estudado marcadores genéticos para confirmar essa
similaridade, estudos na mesma populagdo nao puderam demonstrar uma estratificacao
populacional significativa na populagdo de Porto Alegre (Zembrzuski e cols., no prelo).

Alguns estudos tém se focado na interacdo gene X ambiente. Em relagdao ao DATI,
Kahn e cols. (2003) demonstraram um efeito do gendtipo 10/10 quando associado ao
tabagismo na gesta¢do, enquanto que Brookes e cols. (2006) evidenciaram que um
haplétipo envolvendo o alelo 10R moderaria o risco de desenvolver o TDAH associado ao
uso de alcool durante a gravidez. Outro estudo mostrou uma interagdo entre o peso ao
nascer ¢ o genétipo do polimorfismo Vall58Met da COMT em pacientes com TDAH
(Thapar e cols., 2005b). Além desses estudos, trabalhos envolvendo a interagdo gene X
gene sao muito interessantes, mas ainda pouco explorados, dada a necessidade de amostras
muito maiores que as analisadas até o momento (Gunzerath e Goldman, 2003). Roman e
cols. (2001) mostraram uma interagdo entre o alelo 10R do VNTR 3’UTR de DATI e o
alelo 7R do VNTR do éxon III do DRD4 no aumento do nimero de sintomas de
hiperatividade/impulsividade, interagdo observada por Carrasco e cols. (2006) no aumento
da predisposicdo para o desenvolvimento do TDAH. Essa interagdo sera testada
futuramente na nossa amostra. Além disso, estudos envolvendo a resposta ao tratamento
com metilfenidato também serdo realizados envolvendo ambos os genes. No presente
estudo, optamos por ndo avaliar essas interacdes até que o efeito individual de cada gene
esteja melhor esclarecido entre os adultos com TDAH. Essa estratégia visa reduzir o risco
de obtencao de resultados falso-positivos.

Por fim, entendemos que os resultados aqui obtidos apontam para a existéncia de
diferengas substanciais no perfil genético das amostras de TDAH em criangas e adultos.

Nesse sentido, entendemos que o estudo dos polimorfismos escolhidos ajuda a demonstrar
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(embora ndo exatamente elucidar) a enorme complexidade do transtorno. O surgimento de
tantas hipoteses de pesquisa a partir do estudo de apenas dois genes permite vislumbrar
uma enorme potencialidade elucidativa quando muitos outros fatores genéticos e clinicos
puderem ser adicionados ao modelo, caso exista uma amostra disponivel com tamanho

suficiente.
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VI. CONCLUSOES

Os principais resultados e conclusdes do presente trabalho foram:

l.

O polimorfismo tipo VNTR do éxon III e o de duplicagdo de 120 pb no promotor do
gene DRD4 parecem ndo ter um papel direto no TDAH. Porém, o alelo 7R do
VNTR no éxon III parece predispor ao transtorno bipolar em pacientes adultos com
TDAH e a uma idade de inicio de sintomas mais precoce.

O VNTR na regidao 3’UTR do gene DAT]1 parece ter um papel mais complexo que o
visto até o momento, com um efeito aparentemente bidirecional sobre o TDAH:
genotipos contendo o alelo 9R predisporiam ao subtipo desatento de TDAH entre os
pacientes do sexo masculino e a0 TDAH em geral entre as mulheres, enquanto que
o gendtipo 10/10 estaria associado a um maior nimero de sintomas de

hiperatividade.
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