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RESUMO

O transtorno de déficit de atencdo e hiperatividade (TDAH) é uma doenca
psiquiatrica de etiologia complexa, muito comum em criancas e adolescentes.
Caracteriza-se pelos sintomas de desatencado, hiperatividade e impulsividade,
além de uma alta taxa de comorbidade com transtornos disruptivos do
comportamento. Em relacdo a sua neurobiologia, uma hipdtese atualmente aceita
€ de que criancas com TDAH apresentam um déficit funcional significativo do
cortex pré-frontal, com um aparente desequilibrio de catecolaminas. A enzima
Catecol-O-metiltransferase (COMT) atua na degradacdo de catecolaminas na
fenda sinaptica e é responséavel pela maior parte da degradacdo de dopamina no
cortex pré-frontal. Dessa forma, esta enzima age diretamente no balanco
dopaminérgico e noradrenérgico. O polimorfismo Val**®Met do gene COMT
ocasiona uma troca de aminoacidos, afetando sua termoestabilidade enzimatica.
Estudos indicam que esta variagdo enzimatica da COMT tem um papel relevante
na heterogeneidade fenotipica encontrada no TDAH, podendo estar envolvida no
surgimento de transtornos disruptivos do comportamento. Em relacdo ao
tratamento, o farmaco comumente prescrito € o metilfenidato. Este medicamento
parece agir diretamente no aumento dos niveis de catecolaminas na fenda
sinaptica, através do bloqueio do transportador de dopamina e de noradrenalina.
Devida a acéo direta da COMT na degradacao de catecolaminas e a importancia
do nivel desses neurotransmissores na melhora da sintomatologia do TDAH, faz-
se também necessario o conhecimento sobre o possivel efeito farmacogenético
do gene no transtorno.

Um total de 473 criancas foram genotipadas para o polimorfismo Val**®Met.
O diagnostico de TDAH e suas comorbidades foi realizado através de trés
estagios, previamente descrito na literatura. Dentre esses pacientes, 251
satisfizeram os critérios de inclusdo para participar do estudo farmacogenético.
Variaveis que poderiam atuar como potenciais confundidores foram analisadas.
As dosagens de metilfenidato foram aumentadas até ndo haver mais melhora
clinica ou até existirem efeitos adversos significativos (doses acima de 0,3

mg/kg/dia). A medida dos sintomas foi baseada na Escala de Swanson, Nolan e



Pelham verséo IV, e aplicada pelos psiquiatras (sem o conhecimento dos
gendtipos dos pacientes) antes do tratamento e no primeiro e terceiro més de
tratamento.

Pacientes com o gendtipo Val/Val mostraram uma taxa 12% maior de
transtornos disruptivos do comportamento quando comparados com individuos
portadores do alelo Met (3*= 5,729, p = 0,017, OR = 1,62). De acordo com o teste
farmacogenético, foi encontrado um efeito significante do tempo de tratamento (n
= 112; Fy231 = 5,35, p = 0,005) e do gene COMT (Fy148 = 5,02, p = 0,027) na
melhora clinica dos escores de oposicdo. Além disso, também foi vista uma
interac&o significante entre a presenca do alelo Met e o tempo de tratamento nos
escores de oposicéo nesse periodo (F, 229 = 6,40, p = 0,002).

Nossos resultados indicam que existe uma diferenca significante na presenca de
transtorno disruptivo do comportamento em criangcas com TDAH, de acordo com o
gendtipo do polimorfismo Val™®Met. O genétipo Val/Val parece predizer a
presenca desse comportamento antissocial em criangas com TDAH. Além disso,
nosso estudo farmacogenético mostrou um efeito prejudicial do gendtipo Val/Val
na melhora clinica dos sintomas de oposicdo em meninos com TDAH tratados

com metilfenidato.



ABSTRACT

Attention-Deficit Hyperactivity Disorder (ADHD) is a common psychiatric
condition that affects children and adolescents worldwide. This disorder is defined
by symptoms of inattention and hyperactivity/impulsivity. Comorbidity with other
disorders, such as Disruptive Behaviour Disorders (DBD) is very common.
Regarding ADHD’s neurobiology, there is a hypothesis that children with ADHD
have prefrontal cortex (PFC) deficits with inadequate catecholamine transmission.
The enzyme catechol-O-methyltransferase (COMT) degrades catecholamines and
it has been suggested that it plays a key role in prefrontal cortical functioning.
COMT accounts for most of the degradation of dopamine in the PFC. The
Val**®*Met polymorphism is functional. It affects the thermostability of the protein.
Several studies suggest that this variation in COMT has a relevant role in ADHD
heterogeneity, and it can lead to emergence of DBD. Methylphenidate (MPH) is
the most widely used drug to treat ADHD. The effect of MPH on catecholaminergic
pathways results in an improvement of the PFC functioning by blockade of
dopamine and norepinephrine transporters. Due to action of COMT in
catecholaminergic balance, it is necessary to know about the pharmacogenetic
effect of COMT in ADHD.

A sample of 473 children with ADHD was genotyped for the Val***Met
polymorphism. A consensus diagnosis of ADHD with or without comorbidity was
achieved through a three-stage process, as previously described in the literature.
Around these patients, 251 children with ADHD fulfilled inclusion criteria to
participate in the pharmacogenetic study. Potential confounders were evaluated.
Dosages of short-acting MPH were augmented until no further clinical
improvement was detected or until there were significant adverse events (MPH
dose always > 0.3 mg/kg/day). The outcome measure was the parent-rated
oppositional subscale of the Swanson, Nolan and Pelham Scale — version IV. The
scale was applied by child psychiatrists blinded to genotype at baseline and in the
first and third months.

Patients homozygous for Val allele showed a higher frequency of DBD (+
12%) than Met allele carriers (y* = 5.729, p = 0.017, OR = 1.62). We detected



significant improvement in SNAP-IV oppositional scores from baseline to the first
and three months of treatment (n = 112; F,,31 = 5.35, p = 0.005). A significant
effect of the presence of Met allele during three months of treatment (Fy 145 = 5.02,
p = 0.027), and a significant interaction between the Met allele and treatment over
time for the SNAP-IV oppositional scores during this period of treatment (F2 229 =
6.40, p = 0.002) were both observed.

Therefore, our results indicate that there is a significant difference in the
presence of disruptive behavior disorders in children with ADHD according to
Val**®*Met genotype. This antisocial behavior in children with ADHD seems to be
predicted by Val/Val genotype in COMT gene. Moreover, pharmacogenetic results
suggest an effect of the COMT genotype on the trajectory of ODD symptoms
improvement with MPH treatment in boys with ADHD.



Um depoimento

“Ele era uma crianga levada, que ndo parava no lugar e ndo se concentrava em
nada. Diziam que ele era hiperativo, mas espera ai? Como podia ser hiperativa uma
crianca que ao jogar videogame ou assistir um jogo do Flamengo na televiséo ficava
horas e horas parada sem ao menos piscar os olhos?

"Mal educado!", "Sem limites!", "Capeta!", "Disperso!", "Louco!...". Essas eram

algumas frases que ele comumente ouvia.

(...)

Mandaram-lhe tomar Ritalina, um remédio ruim, que as vezes tira fome, e que lhe
daria mais atengdo e bla bla bla !!! Algo que ele ja estava cansado de ouvir. Ele tomou a
medicacdo sem crenca nenhuma naquilo. E o tempo foi passando, ele vivendo sua vida,
em uma nova escola, procurando seu lugar no time de futebol do colégio...

(...)

Hoje ele esta na faculdade. Ele ainda tem muito que viver, com seu jeito hiperativo,
desatento, mas agora controlado, sem deixar de ser ele mesmo. Ele vai vivendo, com o
intuito de um dia poder mostrar que nao era um bandido, um mal educado, nem um “sem
limites”; era apenas uma pessoa diferente e, como todas outras pessoas diferentes, pode
e deu certo na vida.

Hoje ele é feliz, tem uma namorada, estuda o que gosta, tem muitos amigos, sua
familia se orgulha dele e, acima de tudo, ele proprio sabe o que tem e vive feliz com a
sua realidade. Ele deseja que o que ele sofreu, outras pessoas nao sofram um dia.

Ele? Sou eu...

Beto”.

Dedico esse trabalho a todos os pacientes
e suas familias que sofrem devido aos
sintomas do TDAH e suas comorbidades.
Dedico, principalmente, as criangas que
participaram da nossa amostra, tornando

possivel essa pesquisa.
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LISTA DE ABREVIATURAS, SIMBOLOS E UNIDADES

3' UTR - Regido 3' ndo traduzida;

7R — Alelo de sete repeticdes em tandem;

CNVs —do inglés, Copy Number Variations (variacdes no numero de copias);
COMT - Catecol-O-metiltransferase;

CPF - Cértex pré-frontal;

DA — Neurotransmissor dopamina;

DAT - Transportador de dopamina;

DAT1 — Gene do transportador de dopamina;

DRD2 — Receptor de dopamina tipo D2;

DRD3 — Receptor de dopamina tipo D3;

DRD4 — Receptor de dopamina tipo D4;

DRD5 — Receptor de dopamina tipo D5;

DSM-IV — Manual diagndstico e estatistico de doencas mentais, versao 1V;
HRR — do inglés, Haplotype Relative Risk (risco relativo de hapl6tipo);

Kb - Kilo bases (mil pares de bases);

Mb - Mega bases (um milh&o de pares de bases);

MB-COMT — Enzima COMT na forma ligada a membrana plasmatica;
MPH — do inglés, Methylphenidate (Metilfenidato);

MRNA — RNA mensageiro;

NE — Neurotransmissor noradrenalina;

PPI — do inglés, Prepulse inhibition (Inibicdo pré-pulso);

RASS — do inglés, Restricted Academic Situation Scale (avaliacdo académica);
S-COMT - Enzima COMT na forma solavel;

TC - Transtorno de conduta;

TDAH - Transtorno de Déficit de Atencao/Hiperatividade;

TDC - Transtornos disruptivos do comportamento;

TDT - Teste de desequilibrio de transmisséo;

TH — Transtornos hipercinéticos;

TOD - Transtorno opositor desafiante;

VNTR - Numero variavel de repeticdes em tandem.
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I.1. Consideracdes gerais

O transtorno de déficit de atencdo e hiperatividade (TDAH) € uma das
doencas psiquiatricas mais comuns nha infancia e adolescéncia. As suas
caracteristicas clinicas principais sdo sintomas de desatencéo, hiperatividade e
impulsividade. Por afetarem o desempenho académico, as relagoes familiares e o
ajustamento social dos individuos, esses sintomas sdo apontados como de
grande impacto na sociedade. O diagnéstico do TDAH é fundamentalmente
clinico, baseado em sistemas classificatérios como o Manual de Diagndstico e
Estatistica de Transtornos Mentais, versao IV (DSM-1V). A aplicacdo desses
critérios diagndsticos internacionalmente aceitos possibilitou que o TDAH fosse
classificado como um dos diagndsticos clinicos mais bem validados mundialmente
(Faraone et al., 2005; Stergiakouli & Thapar 2010). A primeira descri¢cao clinica
referente aos transtornos hipercinéticos (THs) foi feita por Still em 1902. A partir
dessa descricdo, os THs comecaram a sofrer inUmeras modificacbes de
nomenclatura, porém o quadro clinico praticamente ndo se alterou (Barbosa,
1995). Na década de 40, surgiu a designacao “lesdo cerebral minima”, que, ja em
1962, foi modificada para “disfungédo cerebral minima”, reconhecendo-se que as
alteracBes caracteristicas da sindrome relacionam-se mais a disfuncdes em vias
nervosas do que propriamente a lesées nas mesmas (Rohde et al., 2000).

Para calcular a prevaléncia mundial de TDAH em criancas e entender o0s
aspectos que possam influenciar as diferencas nas taxas, que variavam na faixa
de 3 a 6%, uma meta-analise, incluindo 102 estudos de todos os continentes,
determinou uma prevaléncia de 5,29% (Polanczyk et al. 2007). A partir dos dados
obtidos, os autores concluiram que esta prevaléncia variavel parece ser mais bem
explicada pelas diferencas metodologicas do que pela localizacdo geografica dos
diferentes estudos incluidos.

De acordo com os critérios do DSM-1V, o TDAH é um transtorno bastante
heterogéneo e é caracterizado por apresentar dois grupos basicos de sintomas:
desatencdo e hiperatividade/impulsividade. Para o diagndstico de TDAH, a
crianga deve apresentar pelo menos seis sintomas de desatengdo e/ou seis
sintomas de hiperatividade/impulsividade, no minimo por 6 meses, com

caracterizacdo de prejuizo em funcdo destes sintomas em mais de um ambiente
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(por exemplo: casa e escola) e inicio do prejuizo antes dos sete anos. Com base
nesses sintomas, trés tipos clinicos de TDAH podem ser reconhecidos:
predominantemente desatento; predominantemente hiperativo/impulsivo e tipo
combinado.

As criangas classificadas como predominantemente desatentas ou do
subtipo combinado parecem apresentar uma taxa mais elevada de prejuizo
académico. Contudo, as criancas do tipo predominantemente hiperativo/impulsivo
sdo mais agressivas e impulsivas do que as criancas com 0s outros tipos de
sintomas. Os subtipos de TDAH apresentam diferencas clinicas e sdo bem
reconhecidos em seu diagnéstico, entretanto, ainda nédo foi esclarecido se esses
subtipos sdo geneticamente distintos (Stergiakouli & Thapar, 2010).

E importante salientar que os sintomas do TDAH isolados podem resultar de
muitos problemas nas relagdes pessoais das criancas (com os pais e/ou colegas
e amigos), de sistemas educacionais inadequados, ou podem estar associados a
outros transtornos comumente encontrados na infancia e na adolescéncia.
Portanto, para o diagnéstico do TDAH, é sempre necessario contextualizar os
sintomas na histéria de vida da crianca, como a duracdo dos sintomas, sua
frequéncia, intensidade e persisténcia (Rohde et al., 2000).

O curso clinico desta patologia é bastante heterogéneo e, embora possa
ocorrer remissao espontanea com a idade, os sintomas podem persistir até a
idade adulta (Wilens & Dodson, 2004). Estima-se que 60% a 70% das criancas
que apresentam TDAH permanecerdo com esse diagnéstico na vida adulta
(Biederman et al., 2000; Wender et al. 2001; Manuzza et al., 2003). Dentro desse
cenario, os sintomas de hiperatividade e impulsividade tendem a diminuir mais
precocemente, enquanto os de desatencao, desorganizacdo e distracdo sdo mais
persistentes (Wilens & Dodson, 2004; Stergiakouli & Thapar, 2010).

[.2. TDAH e suas comorbidades

O TDAH apresenta uma alta taxa de comorbidade com os transtornos
disruptivos do comportamento (transtorno de conduta e transtorno opositor
desafiante). O transtorno opositor desafiante (TOD) € a comorbidade psiquiatrica

mais comum em criangas com TDAH, ocorrendo em aproximadamente 60% dos
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pacientes. Enquanto o transtorno de conduta (TC) ocorre em aproximadamente
20% das criancas e adolescentes com TDAH (Biederman, 2005; Connor et al.,
2010). Em uma amostra de adolescentes brasileiros com TDAH, foi observada
uma taxa de 47.8% de casos com transtornos disruptivos do comportamento
(TDC) (Rohde et al., 1999).

Através de andlises bivariadas, foi sugerido que a contribuicdo genética para
o TC é muito fundamentada nos mesmos fatores genéticos associados ao TDAH
(Thapar et al.,, 2001). Dessa forma, o acumulo desses fatores de risco seria
associado tanto a manifestacdo de TC quanto ao TDAH, aumentando a
probabilidade de ocorrerem simultaneamente (Banaschewski et al., 2003). Por
outro lado, a manifestacédo de sintomas de TDAH, juntamente com TOD/TC, seria
uma subsequente complicacdo dos casos de TDAH (Banaschewski et al., 2003,
Thapar et al., 2006). Criancas e adolescentes com TDAH e transtornos disruptivos
do comportamento podem representar um grupo patolégico distinto, diferindo dos
pacientes com TDAH sem TOD ou TC (Banaschewski et al., 2003, Connor et al.
2010). Os diagnosticos de TC e TOD em criancas com TDAH aumentariam o
risco para diversos comportamentos antissociais, além de psicopatias na idade
adulta (Connor et al., 2010).

Em uma avaliacdo da influéncia do género em caracteristicas clinicas do
TDAH, Biederman et al. (2002) relataram que meninas com TDAH tém um risco
diminuido de apresentar TC ou TOD quando comparadas aos meninos.
Entretanto, esse resultado provavelmente se deve a taxa base naturalmente mais
baixa de transtornos disruptivos do comportamento em meninas,
independentemente da presenca do TDAH.

Além dos transtornos disruptivos do comportamento, outras comorbidades
psiquiatricas podem ser encontradas em criangas com TDAH, como, por exemplo,
transtornos de humor bipolar (aproximadamente 25%), transtorno de ansiedade
(de 25% a 30%) e transtornos de aprendizagem (aproximadamente 25%)
(Biederman, 2005). Rohde et al. (1999), encontraram uma taxa de
aproximadamente 25% para transtornos de ansiedade, 15% a 20% para
depressao e 10% a 25% para transtornos de aprendizagem em uma amostra de

criancas e adolescentes brasileiros com TDAH.
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Ao longo da vida, o impacto nas atividades pessoais do cotidiano e na
sociedade devido ao TDAH néo tratado desde a infancia € bastante consideravel.
Na infancia, este transtorno esta associado com um risco aumentado de baixo
desempenho escolar, repeténcias, relagcbes conturbadas com familiares e
colegas. Na adolescéncia, de 35% a 45% dos individuos com TDAH séo
propensos a apresentar transtornos de conduta e/ou a tornarem-se delingiientes e
15% a 20% possivelmente fardo uso de drogas. Muitos individuos apresentam um
maior risco de expulsées e suspensdes escolares e aproximadamente 36% nao
conseguem finalizar o ensino médio. Adultos diagnosticados com TDAH desde a
infancia sofrem com prejuizos em atividades profissionais, com maior taxa de
desemprego, maiores problemas na conducdo de automoveis e outros veiculos
automotivos, dificuldades em relacionamentos pessoais e possuem um risco
maior de apresentar um comportamento antissocial associado ao abuso de
drogas (Barkley, 2004; Wilens & Dodson, 2004).

I.3. Neurobiologia do TDAH

Devida a alta heterogeneidade do transtorno, no que diz respeito as
manifestacbes clinicas, acredita-se que a neurobiologia do TDAH seja bastante
complexa e que os processos cerebrais envolvidos sejam de dificil compreensao.
Por isso, ainda ndo se tem total conhecimento nessa éarea e estudar a
neurobiologia do TDAH ainda deve ser o0 objetivo de muitos estudos.

Estudos de imagem e neuropsicoldgicos mostraram que criangas com TDAH
tém um desempenho prejudicado em fungbes cognitivas e executivas, como a
percepcao, regulacdo da atencgdo, organizacdo e planejamento, além de falhas na
inibicdo de comportamentos e pensamentos inapropriados, processos claramente
relacionados ao lobo frontal e areas subcorticais (Swanson et al.,1998; Arnsten &
Li 2005; Diamond, 2007). Basicamente, o cértex pré-frontal (CPF) € responsavel
pela regulacdo da atencdo, emocdo e comportamento, que sao funcodes
relacionadas aos sintomas de TDAH (Arnsten, 2009a). As areas sensoriais do
cérebro projetam sua informacéo até o CPF, o qual regula a atencdo baseada em
sua relevancia, selecionando o que € importante dentro do que esta ocorrendo e

sendo captado do “mundo externo”. Portanto, o CPF tem a capacidade de
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suprimir o processamento de estimulos externos irrelevantes para a atencdo e
aprimorar o processamento de estimulos, muitas vezes néo salientes, importantes
para a manutencao da atencdo. Além da regulacdo da atencdo, o CPF regula a
emocao e o comportamento. O lado direito do CPF € especialmente importante
para a regulacdo de resposta comportamental. LesGes nessas areas cerebrais em
macacos induziram o comportamento hiperativo e impulsivo e estudos de imagem
em humanos sugeriram que a area inferior do hemisfério direito do CPF € menos
ativa em pacientes com TDAH (Kennard et al.. 1941, Dickstein et al., 2006). As
por¢cdes ventral e mediana do CPF regulam a emocéo através de projecées com a
amigdala, hipotalamo, nucleo accumbens e tronco cerebral. Lesdes nas areas
cerebrais frontais podem causar sintomas como distrabilidade, pouca
concentracdo, esquecimento de tarefas e pouca organizacdo, ou seja, produzem
sintomatologia muito semelhante ao TDAH (Arnsten & Li, 2005). Autores sugerem
que disfuncdes nessas rotas também podem estar envolvidas com sintomas de
oposicao, freqientemente presentes em criancas com TDAH (Arnsten, 2009a;
2009b).

O desequilibrio nos sistemas das catecolaminas (dopamina e noradrenalina)
foi uma das primeiras teorias que surgiram para explicar o TDAH. A teoria
dopaminérgica, proposta em 1991 por Levy, sugere que déficits de dopamina
(DA) em regibes cerebrais especificas podem causar sintomas de TDAH.
Atualmente, € amplamente aceito que criangas com TDAH apresentam um déficit
funcional significativo do CPF associado a um aparente desequilibrio nos
sistemas das catecolaminas (Pliszka, 2005; Biederman, 2005; Arnsten & Li, 2005;
Prince, 2008; Arnsten, 2009a). A funcionalidade do CPF é altamente sensivel aos
niveis dos neurotransmissores DA e noradrenalina (NE). A liberagdo das
catecolaminas na fenda sinaptica do CPF ocorre de acordo com o estimulo
recebido, entretanto a emissdo de uma quantidade muito pequena ou excessiva
desses neurotransmissores prejudica o funcionamento do CPF, obedecendo
graficamente a uma curva em “U” invertido (Arnsten, 2009a; 2009b). Sugere-se
gue esse desequilibrio nos niveis de catecolaminas na fenda sinaptica determine

o surgimento dos sintomas de TDAH e que se houver novamente um nivel
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adequado desses neurotransmissores, possa ocorrer melhora na sintomatologia
do TDAH (Arnsten & Li, 2005).

E importante salientar que o CPF desempenha um papel muito importante na
regulacdo da raiva e da violéncia. Déficits funcionais e danos estruturais dessa
area cerebral podem resultar em TDC. Anderson et al. (1999) relataram dois
casos (um menino e uma menina) que sofreram lesdes especificamente no CPF
nos primeiros 16 meses de vida. Ambos mostraram comportamento antissocial
durante a infancia e este comportamento progrediu para atos de delinqiéncia
durante a adolescéncia e atos criminosos ja na idade adulta. Raine (2002) revisou
diversos artigos sobre as bases bioldégicas do comportamento antissocial e
agressivo em criancas e adultos focando, entre outros fatores, no déficit funcional
do CPF. O autor propbs que criancas e adolescentes que apresentam
comportamento antissocial possuem déficits em fungbes cognitivas, controladas
pelo CPF, sendo que trés evidéncias importantes foram apontadas: (1) criancas
com TDAH e TC associado apresentam um déficit funcional do CPF mais severo
do que criangcas com TDAH sem comorbidade; (2) criancas e adolescentes com
TC, mas sem TDAH, apresentam um déficit funcional menor no CPF do que
pacientes que tém TDAH associado com TC, porém ainda significativo; (3)
estudos sobre as func¢des executivas apdiam a idéia de que existe déficit funcional
do CPF em criancas com comportamento antissocial. Estes dados sugerem que o
comportamento antissocial depende, pelo menos em parte, do déficit funcional,
que pode ser gerado por fatores de risco também associados ao TDAH. Existem
também evidéncias de que comportamentos agressivos e antissociais em
pacientes idosos com deméncia sdo particularmente associados com déficits em
regides frontais e anteriores do cérebro (Raine, 2002).

Além do foco no CPF, sabe-se também que os cérebros de criangcas com
TDAH sao significativamente menores, em média, do que cérebros de criancas
saudaveis (Castellanos et al., 2002; Durston et al., 2004). Castellanos et al. (2002)
mostraram que criangas com TDAH apresentam menor volume total (-3,2%) e
menor volume cerebelar (-3,5%) do que criangcas sem este transtorno. As
anormalidades volumétricas do cérebro persistiram durante o desenvolvimento e

se mantiveram durante a adolescéncia, nos dando indicios que as trajetérias de
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desenvolvimento permanecem paralelamente desiguais entre pacientes e
controles durante a infancia e adolescéncia. Segundo a revisdo de Solanto
(2002), os estudos de neuroimagem convergem seus resultados, revelando que
criancas com TDAH apresentam em meédia um volume cerebral 4% menor,
quando comparadas com criangas normais. Uma meta-analise de estudos de
imagem estruturais confirma uma reducéo global do cérebro em pacientes com
TDAH e indica que as maiores diferengas encontram-se no vermis cerebelar, no
corpo caloso, no volume cerebral total e direito; e no caudato direito (Valera et al.,
2007). Em um estudo longitudinal para verificar o desenvolvimento cortical de
pacientes com TDAH, Shaw et al. (2007) propuseram que a natureza da
disfuncéo cerebral no TDAH pode estar relacionada a um atraso na maturacéo do
cortex. Neste estudo foram comparadas 223 imagens cerebrais de criancas com
TDAH com 223 imagens de criancas saudaveis, e concluiu-se que o padrdo do
desenvolvimento cerebral € semelhante entre os dois grupos, porém o
desenvolvimento difere no tempo, ou seja, a doenca parece estar mais
relacionada a um atraso no desenvolvimento do que a um desvio neste processo.

O atraso na maturacao foi mais proeminente em regifes pré-frontais.

1.4. Etiologia do TDAH

Diversos estudos direcionados a etiologia do TDAH ja foram realizados.
Entretanto, os fatores que causam o TDAH ainda ndo estdo bem esclarecidos. O
que podemos afirmar, através dos estudos existentes, € que o TDAH é
determinado por uma multiplicidade de fatores genéticos e ambientais que
interagem de uma forma altamente complexa (Steinhausen, 2009; Stergiakouli &
Thapar, 2010).

Dentre as contribuicbes ambientais, as complicacdes durante a gravidez e
parto parecem estar bastante associadas ao TDAH, como saude debilitada da
mae, eclampsia, idade materna, longa duracdo do parto, sofrimento fetal e
hemorragias (Mick et al., 2002; Biederman & Faraone, 2005). Além disso, muitos
estudos indicam que a prematuridade, estimada pelo baixo peso do neonato, &
um fator de risco importante para o TDAH (Mick et al., 2002; Indredavik et al.,

2004; Biederman & Faraone, 2005). Outros fatores de risco extensivamente
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estudados sdo a exposicdo materna a nicotina e a ingestao de alcool durante a
gravidez, que, inclusive, sdo fatores fortemente correlacionados ao baixo peso ao
nascer (Langley et al., 2007; Thapar et al., 2009). Fumo durante a gravidez é
facilmente apontado como um fator de risco ambiental para o TDAH ja que
receptores nicotinicos regulam a atividade dopaminérgica e o balanco
dopaminérgico € uma causa neurobiolégica aceita no desenvolvimento desse
transtorno (Biederman & Faraone, 2005; Biederman, 2005). Do mesmo modo,
fatores que afetam processos especificos implicados no transtorno, como, por
exemplo, danos cerebrais perinatais no lobo frontal, podem se relacionar
indiretamente com a doenca, j4 que atingem processos de aten¢do, motivacao e
planejamento (Levy et al., 1998).

Adversidades psicossociais também sdo fatores de risco ambientais
importantes para o TDAH. Em 1975, Rutter et al. apontaram seis fatores de risco
no ambiente familiar como altamente associados aos disturbios mentais durante a
infancia: discordia marital grave, classe social baixa, familia muito numerosa,
criminalidade dos pais, psicopatologia materna e colocacdo em lar adotivo.
Biederman et al. (1995; 2002) identificaram que a lista de adversidades
psicossociais apontada por Rutter et al. (1975) predispde ao TDAH, sugerindo
que diversos conflitos familiares possam influenciar na manifestacdo desse
transtorno.

Estudos genéticos classicos sugerem uma forte contribuicdo genética na
etiologia do TDAH. Através de investigacbes com gémeos, diversos trabalhos
apontam uma herdabilidade superior a 70% para o TDAH (Biederman & Faraone,
2005; Biederman, 2005; Steinhausen, 2009). Farone et al. (2005), através de uma
revisdo de 20 estudos com gémeos, estimaram uma herdabilidade de 76% e
sugeriram que o TDAH provavelmente seja o disturbio mental com o maior
componente hereditario dentro da psiquiatria. Estudos de adocdo também
mostraram um componente genético para essa patologia. Investigagbes
realizadas com criancas adotadas mostraram que a prevaléncia da doenca entre
pais biolégicos é trés vezes maior do que entre pais adotivos de criangas com
TDAH (Thapar et al., 1999; Sprich et al., 2000). Estudos baseados em familias

também mostraram que este transtorno apresenta uma forte recorréncia familial.
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O risco para doenca é de duas a oito vezes maior para 0s pais das criancas
afetadas terem outro filho afetado do que na populacdo em geral (Faraone &
Biederman, 1998; Epstein et al., 2000).

Diversos estudos para conhecer o padrdo de heranca dessa doenca ja
foram realizados. Atualmente, a hipétese mais aceita sugere que a transmissao
do TDAH ocorre através de varios genes de pequeno efeito, que interagem de
forma complexa entre si e com o ambiente, conferindo suscetibilidade ao
transtorno (Nigg & Goldsmith, 1998; Thapar et al., 1999; Nigg et al., 2010). Os
mesmos fatores de risco que influenciam a origem do TDAH podem apresentar
um papel importante no curso desse transtorno ao longo do tempo. Entretanto,
existe a possibilidade de que existam fatores de risco adicionais (tanto genéticos
guanto ambientais) que nao influenciam a origem do TDAH, mas contribuem na
modificacdo de seu curso clinico e em suas consequéncias (Thapar et al., 2007).

Deve-se salientar que a definicdo de subtipos de TDAH pelo DSM-IV,
assim como as diferentes formas de tratamento e as varias doencas que podem
coexistir, mostra uma grande heterogeneidade fenotipica (Smalley et al., 2000;
Caspi et al., 2008). Isto significa que fatores genéticos e ambientais diferentes
podem atuar na manifestacdo das caracteristicas que compdem o0s varios
quadros clinicos do TDAH. Embora uma alta herdabilidade tenha sido descrita em
muitos estudos, essas estimativas foram obtidas considerando o TDAH como uma
categoria diagnostica Unica. E possivel que esta definicdo ndo represente um
fendtipo valido geneticamente, e que existam aspectos ou subtipos etioldgicos

mais ou menos herdaveis dentro do TDAH (Thapar et al., 1999).

I.4.1. Estudos genéticos moleculares do TDAH
Apesar da complexidade fenotipica anteriormente discutida, o processo de
identificacdo de genes de suscetibilidade esta comecando a desatar o complexo
no da genética do TDAH.
Os estudos de ligacdo podem nos fornecer dados de possiveis genes de
suscetibilidade que podem se localizar nessas areas gendmicas ligadas as
doencas complexas. Em uma meta-analise, incluindo sete estudos independentes

de ligagao por varredura gendmica, foi identificada uma regiao do cromossomo 16
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com evidencias mais consistentes de ligacdo ao TDAH (Zhou et al., 2008). Além
disso, nove outras regides parecem estar ligadas a doenca. Entretanto, a
dificuldade encontrada na replicacdo dos dados de estudos de ligacéo reflete o
fato de que ndo existem genes de suscetibilidade com um forte efeito para o
TDAH. Assim, os estudos de ligagao formam uma abordagem auxiliar, que aponta
provaveis genes candidatos as doencas complexas (Mick & Faraone, 2008,
Stergiakouli & Thapar, 2010).

Ao contrario dos estudos de ligacdo, muitos estudos de genes candidatos
usam métodos de associacdo para determinar se variantes genéticas
biologicamente relevantes afetam a suscetibilidade ao TDAH. Estudos de
associacdo de genes candidatos selecionam genes que hipoteticamente sao
implicados na doenca e, entdo, comparam as frequéncias dos alelos em
individuos afetados e nao afetados (amostra controle) ou através da transmissao
alélica em familias. A selecéo dos genes para esse tipo de estudo é baseada nos
resultados de estudos de ligacdo, de estudos em animais, bioquimicos,
farmacoldgicos ou neurobiolégicos. Entretanto, estas pesquisas fundamentam-se
na patofisiologia das doencas que, em muitos casos, ainda é incerta (Stergiakouli
& Thapar, 2010). Evidéncias indicaram o0 envolvimento dos sistemas
dopaminérgico, noradrenérgico e serotoninérgico na patofisiologia do TDAH
(Biederman & Faraone, 2005; Genro et al., 2010; Stergiakouli & Thapar, 2010).
Portanto, genes relacionados a estes neurotransmissores parecem candidatos
ideais para a suscetibilidade ao TDAH.

O sistema dopaminérgico tem sido o foco principal dos estudos de
associacdo com o TDAH. De acordo com Genro et al. (2010), existem quatro
conjuntos distintos de evidéncias que solidificam a relacdo entre o TDAH e a
hipotese dopaminérgica: evidéncias oriundas de estudos em modelos animais, de
estudos farmacoldgicos, genéticos e de imagem. Swanson et al. (2007) sugerem
um modelo simplificado para o nivel sinaptico de dopamina que inclui trés passos
distintos: (1) A célula dopaminérgica libera o neurotransmissor, o qual tem um
receptor especifico; (2) O seu transportador recicla alguns dos
neurotransmissores liberados, regulando a distribuicdo no espaco extracelular; (3)

Enzimas atuam na metabolizagdo dos neurotransmissores e o inativam. Dos
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genes relacionados com o sistema dopaminérgico, os mais bem estudados séo os
genes do transportador de dopamina (DAT1) e do receptor D4 de dopamina
(DRD4). O gene DAT1 é um dos principais candidatos porque a proteina
transportadora de dopamina controla a neurotransmissdo dopaminérgica e € o
principal alvo dos estimulantes utilizados no tratamento do TDAH. Além disso,
camundongos knockout para o gene DAT1 apresentam um comportamento
semelhante ao do TDAH (Genro et al., 2010). Seu polimorfismo mais estudado é
um numero variavel de repeticdes em tandem (VNTR) na regidao 3’ nao traduzida
(3 UTR). O gene DRD4 também ¢é bastante investigado, pois além de codificar
um receptor direto de DA e NE, é predominantemente expresso na regido frontal
do cérebro, regido esta envolvida na etiologia do TDAH (Genro et al., 2010). Seu
polimorfismo mais estudado é um VNTR no éxon lll, sendo que o alelo de 7
repeticdes (7R) parece reduzir a habilidade do receptor de se ligar a dopamina
(Stergiakouli & Thapar, 2010). Além disso, existem evidéncias de que variantes
raras presentes nessas repeticbes possam estar influenciando o TDAH
(Rodrigues et al., 2011). Praticamente todos os demais genes conhecidos do
sistema dopaminérgico foram objetos de estudos de associacdo, incluindo os
receptores D2 (DRD2), D3 (DRD3) e D5 (DRD5) de dopamina. Através de uma
meta-analise, foi confirmada uma associacdo significante do alelo de 10
repeticbes de um VNTR no gene DATL, do alelo 7R do VNTR do exon 3 no gene
DRD4 e do alelo de 148pb do gene DRD5 com o TDAH (Gizer et al., 2009). Ja em
relacdo aos genes DRD2 e DRD3, ndo foi encontrada uma associacao
significativa com o TDAH (Gizer et al., 2009).

Outros provaveis determinantes genéticos do TDAH estdo sendo
investigados mais recentemente como, por exemplo, a variagdo no numero de
copias de segmentos de DNA (CNVs). Os trabalhos iniciais utilizando essa
abordagem sugerem que variacdes estruturais herdaveis possam ser bastante
importantes no desenvolvimento do TDAH. No entanto, mais estudos sao
necessarios para determinar a importancia desses novos marcadores nesse
transtorno (Stergiakouli & Thapar, 2010; Elia et al., 2010).

Devido a natureza complexa do TDAH, ndo deve ser esquecida a

contribuicdo conjunta do gene e do ambiente. Os dados de estudos genéticos
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devem, sempre que possivel, analisar os efeitos ambientais existentes, pois estes
podem interferir no efeito genético. A interacdo gene-ambiente pode oferecer
certa dificuldade para a andlise, sendo que, em muitos casos, o0s fatores
genéticos sO exercem seus efeitos quando o individuo é exposto a determinados
riscos ambientais (Caspi & Moffitt 2006; Stergiakouli & Thapar, 2010).

I.5. Gene Catecol-O-Metiltransferase (COMT)

A enzima COMT, que participa do metabolismo de catecolaminas, foi
descoberta por Julius Axelrod na década de 50, e proporcionou ao autor o prémio
Nobel de Fisiologia ou Medicina em 1970 (Axelrod & Tomchick, 1958).

O gene COMT esta localizado no cromossomo 22qll e apresenta dois
promotores, P1 e P2. Os dois promotores formam seus respectivos mRNAs que,
por conseguinte, levam a formacao de duas formas protéicas distintas: soluvel (S-
COMT) e ligada a membrana plasméatica (MB-COMT) (Tenhunen et al., 1993;
1994). A MB-COMT apresenta 50 aminoacidos a mais que a S-COMT e é
expressa principalmente no tecido cerebral, enquanto a S-COMT é encontrada
mais abundantemente em outros tecidos (Tenhunen et al.,, 1994; Chen et al.,
2004). A funcdo da enzima MB-COMT no cérebro é a degradagdo das
catecolaminas lancadas na fenda sindptica, regulando, portanto, a
neurotransmissdo dopaminérgica e noradrenérgica. Apesar de a enzima ser
expressa em todo o tecido cerebral, o efeito funcional da MB-COMT parece ser
especifico, atuando em aproximadamente 60% do catabolismo de DA no CPF
(Matsumoto et al., 2003; Diaz-Asper et al., 2006). O polimorfismo funcional
Val**®*Met (rs4680) do gene COMT é caracterizado pela transicdo de guanina para
adenina no éxon 4, causando uma substituicio do aminoacido valina para
metionina nos coédons 108/158 das formas S-COMT e MB-COMT,
respectivamente. Esta troca de aminoacidos afeta a termoestabilidade da enzima
MB-COMT, sendo a variante Val associada a quatro vezes mais atividade
enzimatica do que a variante Met (Lotta et al., 1995; Chen et al., 2004).

Alguns estudos indicam um dimorfismo sexual do gene COMT.
Possivelmente o efeito deste gene no sistema dopaminérgico seja diferente entre

0os sexos feminino e masculino. Foi demonstrado que camundongos machos
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mutantes, homozigotos para a mutacdo de delecdo do gene COMT, apresentam
um nivel de dopamina de 2 a 3 vezes maior no CPF quando comparados com 0s
camundongos portadores do genoétipo selvagem ou heterozigoto. Entretanto, nas
fémeas, a COMT parece nao influenciar o nivel de dopamina da mesma maneira,
nao havendo uma mudanca significativa. A auséncia de efeito significante quando
o gene COMT é deletado nas fémeas provavelmente reflete a existéncia de
mecanismos compensatorios sexo-especificos, como uma maior atividade dos
transportadores de DA e NE, por exemplo (Gogos et al., 1998). Além disso, os
dados sugerem que esta modificacdo dos niveis de DA s6 é significante no CPF
em machos, nédo influenciando no striatum e no hipotalamo dos mesmos. Chen et
al. (2004) avaliaram a atividade desta enzima no tecido do CPF de 108 cadaveres
humanos e descobriram que as mulheres apresentam uma atividade enziméatica
da COMT significativamente menor (17%) do que homens, independente do
gendtipo (Val/Val, Val/Met ou Met/Met). E interessante ressaltar que foi observada
uma diferenca na atividade enzimética, apesar dos niveis de mMRNA da COMT em
ambos os sexos serem semelhantes.

Uma evidéncia da importancia do gene COMT em doencas psiquiatricas foi
sugerida em relacdo a sindrome da delecdo do cromossomo 22q11DS.
Microdelecbes dessa regido cromossbmica, na qual o gene COMT esta
localizado, podem determinar a sindrome velocardiofacial. Varias doencas
psiquiatricas foram relatadas em criangcas com essa sindrome, como: ansiedade,
transtornos de humor, transtorno compulsivo obsessivo e TDAH (Craddock et al.,
2006; Mier et al., 2009).

[.5.1. COMT e TDAH

O gene COMT pode ser considerado um exemplo raro de gene que
apresenta um polimorfismo funcional comum na populagdo humana e que
possibilita diversas exploragdes que podem avaliar os desfechos possiveis devido
as diferencgas funcionais nas enzimas, principalmente no que se refere as fungdes
do CPF (Lanchman, 2008). Diversos estudos sugerem que o polimorfismo
Val**®*Met influencia a funcdo do CPF, sendo o gendtipo Val/Val associado a um

desempenho prejudicado, podendo interferir diretamente na presenca de doengas
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psiquiatricas (Craddock et al., 2006; Tunbridge et al., 2006; Mier et al., 2009).
Portanto, os individuos homozigotos para o alelo Val necessitariam de maior
ativacao pré-frontal, quando comparados a portadores do alelo Met, para alcancar
um nivel minimo de catecolaminas na fenda sinaptica (Tunbridge et al., 2006). A
avaliacao das diferencas entre a frequéncia e severidade dos sintomas de TDAH
em criangas com o transtorno enquanto desenvolviam tarefas académicas (teste
RASS) demonstrou que os individuos com gendtipo homozigoto Val apresentam
um desempenho inferior neste teste quando comparados aos portadores do alelo
Met (Sengupta et al., 2008). Além disso, este trabalho avaliou o efeito do gene
COMT e o tratamento com metilfenidato (MPH) na resposta ao mesmo método
RASS, concluindo que tanto o gene quanto o tratamento com MPH obtiveram um
efeito significativo no desempenho do teste (Sengupta et al., 2008).

A inibicdo pré-pulso (PPl) € um processo onde estimulos externos
irrelevantes séo discriminados durante os estagios iniciais do processamento da
atencdo, habilidade essa que esta comprometida nos portadores de algumas
desordens psiquiatricas devido ao déficit funcional do CPF (Geyer et al., 1990;
Giakoumaki et al. 2008). Os resultados do estudo feito por Giakoumaki et al.
(2008) indicam que a inibigdo da COMT por tolcapone aumenta significativamente
a PPl em individuos homozigotos para o alelo Val, os quais normalmente
apresentam niveis menores de DA e mais baixo PPl comparativamente aos
individuos homozigotos para o alelo Met. Por outro lado, a administracdo de
tolcapone em individuos com genoétipo Met/Met teve um efeito contrario. Estes
resultados confirmam a importancia dos niveis basais de PPl e de DA para o
efeito dos farmacos que interferem no sistema dopaminérgico e fortalecem a idéia
de que existe uma interacdo entre os niveis de DA no CPF de acordo com a curva
em “U” invertida de liberagdo dopaminérgica.

Em relacdo & associacao direta entre o polimorfismo Val***Met e TDAH, uma
meta-analise realizada por Cheuk & Wong (2006) incluindo doze estudos de
associacao, revelou que nao ha evidéncia suficiente para associar o gene COMT
ao TDAH. Dentre os doze estudos de associacdo examinados nesta meta-analise,
dez utilizaram o método baseado em familias (Barr et al., 1999; Eisenberg et al.,
1999; Hawi et al., 2000; Manor et al., 2000; Tahir et al., 2000; Payton et al., 2001,
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Taerk et al., 2004; Bellgrove et al., 2005; Jiang et al., 2005; Turic et al. 2005), um
utilizou o método caso/controle (Zhang et al. 2003) e o 12° estudo utilizou ambos
0s métodos (Qian et al., 2003). Dos onze estudos que utilizaram o método
baseado em familias, dois utilizaram a analise de risco relativo baseado em
haplétipos (HRR) (Eisenberg et al., 1999; Manor et al., 2000), cinco usaram teste
de desequilibrio de transmissdo (TDT) (Barr et al., 1999; Payton et al., 2001;
Taerk et al., 2004; Bellgrove et al., 2005; Turic et al. 2005) e quatro utilizaram
ambos os métodos (Hawi et al., 2000; Tahir et al., 2000; Qian et al., 2003; Jiang et
al., 2005). Dois grupos observaram associacdo significativa: Eisenberg et al.
(1999) encontraram relacdo entre o gene COMT e TDAH, sendo o alelo Val
associado ao transtorno; Qian et al. (2003) sugeriram dimorfismo sexual em uma
amostra de pacientes chineses, sendo o alelo metionina preferencialmente
transmitido somente para meninos com TDAH. Duas outras meta-analises mais
recentes replicaram os resultados de Cheuk & Wong (2006) e ndo encontraram
associacao entre o gene COMT e o TDAH (Gizer et al., 2009; Beijsterveldt et al.,
2010).

Harrison & Tunbrigde (2007) sugeriram que os resultados discrepantes no
TDAH possam ser devido ao dimorfismo sexual na fungdo da COMT. Os
resultados obtidos por Qian et al. (2003) indicaram um efeito diferencial do gene
COMT entre os sexos através de duas analises: (1) por HRR, o alelo Met foi
preferencialmente transmitido para meninos com TDAH, mas ndo para meninas;
(2) por estudo de caso-controle, o alelo Val apresentou uma freqiéncia
significativamente maior na amostra de meninas com TDAH. Corroborando esses
resultados, Biederman et al. (2008) encontraram transmissao preferencial do alelo
Met em uma amostra de meninos com TDAH, mas nao entre as meninas. Quando
os dados de ambos os estudos foram analisados conjuntamente, a significancia
estatistica foi mantida (Biederman et al. 2008).

Apesar dos estudos apontarem que nao existe associacdo entre 0 gene
COMT e o TDAH, a enzima COMT parece desempenhar um papel importante na
heterogeneidade da doenca, influenciando na manifestacdo de sintomas
antissociais, muitas vezes associados ao TDAH. Caspi et al. (2008) concluiram

que criancas homozigotas para o alelo Val apresentam maior nimero de sintomas
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de transtorno de conduta e agressividade, quando comparadas com portadoras
do alelo Met, sugerindo uma possivel contribuicdo deste gene no comportamento
antissocial associado ao TDAH. Outros estudos agregam a importancia do gene
COMT nos sintomas de agressao e escores de psicopatia em sujeitos com TDAH
e TC, sendo o genotipo Val/Val associado tanto ao maior nivel desses sintomas
quanto aos escores mais altos de “disfungédo emocional” (Monuteaux et al., 2009;
Fowler et al., 2009). Em uma amostra de adolescentes infratores do sexo
masculino, o alelo Val foi associado ao diagnéstico e sintomas de TC (DeYoung et
al., 2009). Qian et al. (2009) avaliaram 171 criancas com TDAH e verificaram que
0 gendtipo Val/Val apresentou uma frequéncia significativamente maior em
pacientes que apresentavam TDAH combinado com TOD, quando comparados
com pacientes somente portadores de TDAH. Evidéncias sugerem que o gene
COMT parece atuar como um gene modificador, agindo em conjunto com outros
fatores genéticos e ambientais na variacdo fenotipica dos sintomas antissociais,
dependentes do funcionamento adequado do CPF, e no curso clinico do TDAH
(Tunbridge et al., 2006; Caspi et al., 2008).

Thapar et al. (2005) encontraram um efeito do genétipo Val/Val, do baixo
peso ao nascer e da interacao entre esses dois fatores nos sintomas de conduta
em criancas com TDAH. Além disso, status socioeconémico baixo dos pais e o
gendtipo Val/Val interagem aumentando a probabilidade das criancas
apresentarem TDAH (Nobile et al., 2009). Portanto, embora ainda poucos estudos
tenham demonstrado alguma interacéo significativa entre o gene COMT e fatores
ambientais no TDAH, diversos trabalhos sugerem que o gendtipo Val/Val possa

predispor o individuo a uma maior suscetibilidade aos efeitos ambientais.

[.6. Tratamento do TDAH

O tratamento do TDAH envolve uma abordagem multipla, englobando
intervencdes psicossociais e psicofarmacoldgicas (Rohde et al., 2000).

Na intervencdo psicossocial, € muito importante que os pais e familiares,
além dos professores, entendam o problema através de informacdes claras e
precisas a respeito do transtorno. A psicoterapia também pode ser indicada em

diversos casos, servindo como orientacdo e apoio ao individuo (Rohde et al.,
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2000). Apesar de algumas evidéncias cientificas apontarem a eficacia da
abordagem psicossocial no tratamento do TDAH, resultados do MTA (1999)
demonstraram uma eficacia superior da medicacdo nos sintomas centrais do
transtorno. Este ensaio clinico multicéntrico acompanhou 579 criancas com TDAH
por 14 meses e aquelas que tiveram uma abordagem combinada (medicacéo e
intervencdo psicossocial) ndo resultou em maior eficacia quando comparada a
abordagem apenas medicamentosa.

Em relacdo as intervencdes farmacoldgicas, os estimulantes sdo claramente
apresentados como as medicacdes de primeira escolha para o transtorno. Ha
mais de 50 anos, o MPH é um dos farmacos comumente prescritos para o
tratamento do TDAH (Swanson et al., 1998; Wilens, 2008). A dose terapéutica
normalmente se situa na faixa de 20 a 60 mg/dia. Cerca de 70% dos pacientes
com TDAH respondem adequadamente aos estimulantes, com reducdo de pelo
menos 50% dos sintomas bésicos do transtorno com uma grande melhora na
qualidade de vida (Goldman et al., 1998; Rohde et al., 2000; Castellanos &
Tannock, 2002; Wilens, 2008). Além disso, Serra-Pinheiro et al. (2004) concluiram
que MPH é igualmente eficaz no tratamento para criangcas com transtorno opositor
desafiante, assim como o TDAH.

Apesar da eficacia reconhecida, os efeitos especificos destes compostos no
cérebro ainda ndo foram bem esclarecidos. Varios estudos sugerem que esse
medicamento bloqueie o DAT e o transportador de noradrenalina, aumentando os
niveis de catecolaminas na fenda sinaptica (Solanto, 1998; Vles et al., 2003;
Devilbiss & Berridge, 2008; Wilens, 2008; Arnsten, 2009a). Foi proposta a
hipotese de que o bloqueio do DAT por MPH aumentaria a ativacdo de auto-
receptores de DA na membrana pré-sinaptica, atenuando a liberagdo do
neurotransmissor quando a ceélula for ativada. Entretanto, o DAT bloqueado
consegue ter um efeito inibitério na ativacdo desses auto-receptores
dopaminérgicos, convergindo os efeitos para o acimulo de DA na fenda sinaptica
e sua amplificacédo de sinal (Volkow et al., 2005; Wilens, 2008). Os resultados que
evidenciam a eficacia dos estimulantes no tratamento do TDAH diretamente

ligada as fungbes do CPF reafirmam que o entendimento sobre o desequilibrio do
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sistema de catecolaminas é fundamental para o estudo do TDAH (Berridge et al.,
2006; Devilbiss & Berridge, 2008; Prince, 2008).

[.7. Farmacogenética

A resposta ao tratamento é influenciada por diversos fatores individuais,
determinando o efeito do tratamento medicamentoso. Diferencas fisioldgicas e
ambientais, que afetam os individuos na populacdo em geral, podem resultar na
heterogeneidade observada na resposta aos farmacos (Goldstein et al., 2007).
Em alguns casos, entretanto, a heterogeneidade da resposta ndo pode ser
somente explicada por estes fatores e por isso fatores genéticos devem ser
considerados como uma possivel fonte de variabilidade na resposta. Dessa
forma, a farmacogenética é definida como o estudo da variabilidade na resposta a
medicacdo devida a hereditariedade (Froehlick et al., 2010).

Com relacdo a farmacogenética do TDAH, diversos estudos ja foram
realizados, sendo a maioria relacionada ao sistema dopaminérgico, em especial 0
gene DAT (Polanczyk et al., 2005; McGough, 2005). Polanczyk et al. (2005)
sugerem que a regulacdo da producdo de neurotransmissores durante a acao dos
estimulantes é uma area promissora para estudo, porém pouco explorada. Esses
investigadores citam principalmente a importancia de estudar o gene Catecol-O-
Metiltransferase (COMT). No Unico estudo publicado sobre este tema, uma
associacdo entre o polimorfismo Val**®*Met com resposta ao MPH em criancas
com TDAH foi observada, sugerindo interacao entre COMT e MPH na regulacdo

do nivel de catecolaminas no CPF (Kereszturi et al., 2007).
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Devido a alta prevaléncia mundial, ao grande prejuizo na vida de pacientes e
seus familiares e ao consequente custo financeiro, o TDAH exerce um grande
impacto em nossa sociedade. Além disso, esta entre os transtornos com maior
componente genético da psiquiatria. Por isso, € de grande importancia determinar
0s genes de suscetibilidade envolvidos nesta patologia. Do mesmo modo, devido
a heterogeneidade da resposta ao tratamento com estimulantes, estudar os
fatores genéticos que possam determinar esta variabilidade é de grande
importancia para os pacientes e familiares. Assim, no futuro, talvez possamos
identificar o melhor tratamento individual.

Pouco se sabe sobre quais sao os fatores de suscetibilidade ou moduladores
que fazem a ligacéo entre TDAH e sintomas de TDC. Portanto, ainda se fazem
necessarios mais estudos que avaliem variantes genéticas especificas para a
ocorréncia concomitante de TDC e TDAH em criangas e adolescentes.

Apesar dos trabalhos mostrarem que a COMT participa da degradacéao das
catecolaminas na fenda sinaptica e que o MPH, bastante utilizado no tratamento
do TDAH, age aumentando os niveis desses neurotransmissores, ainda faltam
estudos que analisem o efeito da COMT no tratamento deste transtorno. Além
disso, é possivel que haja uma correlacdo entre as variantes de Val**®Met com o
escore de oposicao, devido aos indicios de que a COMT esteja associada a
comportamentos antissociais em individuos com TDAH.

Portanto, os objetivos deste trabalho séo:

1 — Determinar se o polimorfismo Val**®*Met do gene COMT esta envolvido
na melhora dos sintomas de oposicdo em criangas com TDAH tratadas com
metilfenidato;

2 — Verificar se o polimorfismo Val***Met do gene COMT estd associado a
presenca de transtornos disruptivos do comportamento em comorbidade com o

TDAH em criancgas;
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Abstract

Background: The Catechol-O-methyltransferase (COMT) enzyme plays a
key role in the function of prefrontal cortex accounting for most of the degradation
of dopamine. Previous studies have documented the improvement of oppositional
symptoms in ADHD patients with methylphenidate (MPH) treatment. However, the
effect of the COMT gene in the response to MPH on oppositional symptoms has
not been investigated.

Methods: A total of 251 children with ADHD fulfilled inclusion criteria to
participate in the study. Dosages of short-acting MPH were augmented until no
further clinical improvement was detected or until there were significant adverse
events (MPH dose always > 0.3 mg/kg/day). The outcome measure was the
parent-rated oppositional subscale of the Swanson, Nolan and Pelham Scale —
version IV. The scale was applied by child psychiatrists blinded to genotype at
baseline and in the first and third months. The COMT Val**®Met polymorphism was
genotype by PCR-based methods.

Results: We detected significant improvement in SNAP-IV oppositional
scores from baseline to the first and three months of treatment (n = 112; F, 231 =
5.35, p = 0.005). A significant effect of the presence of Met allele in ODD scores
during treatment (F1 148 = 5.02, p = 0.027), and a significant interaction between
the Met allele and treatment over time for the SNAP-IV oppositional scores during
this period of treatment (F»,229 = 6.40, p = 0.002) were both observed.

Conclusions: These results suggest an effect of the COMT genotype on the

trajectory of ODD symptoms improvement with MPH treatment in boys with ADHD.
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Introduction

Attention-deficit/hyperactivity disorder (ADHD) is a common, complex and
highly heritable disorder, characterized by inattentive, impulsive and hyperactive
behavior. ADHD is one of the most common childhood behavioral disorders,
affecting around 5% of school-aged children worldwide (1). Children with ADHD
present increased rates of disruptive behavior disorders (DBDs). About 60% of
children with ADHD exhibit oppositional defiant disorder (ODD) and between 10
and 20% exhibit conduct disorder (CD) (2-4). Clinical, epidemiological, and
behavioral genetic studies have suggested that the presence of childhood-onset
antisocial behavior in ADHD might be an important marker of disorder
heterogeneity (5). Although the neurobiology of ADHD and ODD/CD are not
completely understood, several studies suggest that those disorders result from
abnormalities in the frontal regions of the brain, particularly the prefrontal cortex
(PFC). Underpinning these abnormalities are disturbances of dopaminergic and
noradrenergic neurotransmissions (6-10).

Methylphenidate (MPH) is the most widely used drug to treat ADHD (7, 11,
12). This stimulant improves not only the cardinal symptoms of ADHD, but also
ODD and CD symptoms such as aggressiveness (13 — 15). The effect of MPH on
catecholaminergic pathways results in an improvement of the PFC functioning.
Some studies proposed that the most important action of MPH is the increase of
norepinephrine (NE) and dopamine (DA) efflux within the PFC (6, 16). Whereas
dopamine uptake in caudate and nucleus accumbens depends primarily on the
dopamine transporter (DAT), dopamine uptake in frontal cortex depends primarily
on the norepinephrine transporter (NET). These data underscore the fact that
which transporter clears dopamine from a given region depends on both the
affinities and the local densities of the transporters (17).

Catechol-O-methyltransferase (COMT) catalyzes the extraneuronal
degradation of catecholamines through O-methyl group addition. As there is
significantly lower DAT protein concentration in the PFC than in other brain areas,
the PFC seems to be more dependent on COMT mechanisms to terminate the
action of the DA released (18 - 20). The human COMT gene is located on
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chromosome 22q11, and the most studied polymorphism in this gene is Val***Met
(rs4680). This polymorphism is a functional genetic variant determined by a valine-
to-methionine substitution at codon 158 in COMT membrane-bound form, which is
primarily expressed in the brain (21 - 23). The Methionine (Met) allele results in a
3-4-fold reduction in enzyme activity (21, 22).

Different findings suggest that comorbidity between ADHD and ODD/CD is
due to a shared genetic liability either operating directly or indirectly through gene-
environment interactions (24). The common genetic factors involved in covariation
between antisocial behavior and ADHD have not been identified, but it has been
suggested that COMT may play a role in the manifestation of antisocial behavior in
children with ADHD. Several investigations showed that ADHD children with a
Val/Val homozygous genotype have more symptoms of conduct disorder, have
more aggressive scores, and “emotional dysfunction” psychopathy scores, when
compared with Met allele carriers (5, 25). Moreover, the COMT gene Val/Val
genotype, birth weight and a significant gene x environment (COMT x birth weight)
interaction presented the greater risk for early-onset antisocial behavior in a high-
risk clinical group (26). In a sample of incarcerated Russian adolescent male
delinquents, the Val allele was significantly associated with CD diagnosis and
symptoms (27).

One area less explored in pharmacogenomic ADHD studies is the
regulation of neurotransmitter production and turnover at or near the site of drug
action (28). Notwithstanding findings indicate an important relationship between
COMT gene and antisocial behavior or oppositional symptoms in ADHD. There is
one pharmacogenetic study with Val*>®*Met polymorphism that investigated only
core ADHD symptoms: hyperactivity/impulsivity and inattention. In that
investigation, Val/Val homozygous children had significantly less severe symptoms
than those with a Met/Met genotype after treatment with MPH (29).

Considering the possible effects of COMT gene on CD/ODD behavior
comorbid with ADHD, the objective of this study was to evaluate the association
between the COMT Val**®*Met and clinical improvement of oppositional symptoms
with MPH treatment in boys with ADHD.
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Methods and Materials

Subjects

The sample for this investigation included children and adolescents who
were consecutively evaluated for 2 years in the ADHD Outpatient Clinic at the
Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA). Inclusion criteria for this
investigation were: ADHD diagnosis according to DSM-IV criteria, age between 4
and 17 years, European-Brazilian ethnicity as determined by skin color and
morphological characteristics, drug-naive for MPH, prescribed MPH doses of at
least 0.3 mg/Kg/day. The diagnoses of ADHD and comorbidities were achieved in
three steps: semistructured interviews (Schedule for Affective Disorders and
Schizophrenia for School-Age Children—Epidemiologic Version), diagnostic
discussion in a clinical committee, and clinical evaluation. Experienced child
psychiatrists confirmed all generated diagnoses (30, 31). During the study, 251
children fulfilled inclusion criteria to participate. A hundred seventeen subjects
were excluded from the sample due to baseline scores lower than 1 on the SNAP-
IV oppositional subscales (n=106), irregular use of MPH and discontinued
treatment (n=7), and genotyping failures (n=4). Because there are evidences that
COMT might contribute to male-female differences across many domains of brain
function, structure, and development (32 — 34), 22 girls were also excluded. The
Ethical committee of HCPA approved the study protocol. Parents provided written

informed consent and probands provided verbal assent to participate.

Diagnostic procedures and clinical assessments

The parent-rated oppositional subscale of the Swanson, Nolan and Pelham
scale — version IV (SNAP-IV), was selected as the primary outcome measure (35).
This questionnaire has been frequently used in ADHD investigations (30, 31, 36).

Patients were treated according to the program’s protocol. Dosages of
short-acting MPH were augmented until no further clinical improvement was
detected or until there were significant adverse events (37). MPH was
administered preferentially twice daily (at 8:00 and 12:00 hours), but an extra dose
between 17:00 and 18:00 hours was allowed for children needing continuous

coverage during evenings. Psychiatrists were blinded to patients’ genotypes. The
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mean daily dosages of MPH hydrochloride prescribed at baseline and at the 1-
month assessment were 0.5 and 0.65 mg/kg, respectively. Clinical assessments
were performed by child psychiatrists at baseline prior to medication and after 1

and 3 months of MPH treatment.

Genotyping
DNA was extracted from whole blood lymphocytes by standard procedures.
The Val™®*Met polymorphism was genotyped using the polymerase chain reaction

(PCR), with protocols previously described (38).

Statistical analysis

The ¥ test or Fisher exact test was used for categorical variables, for
continuous variables with and without normal distribution, t test and Wilcoxon-
Mann-Whitney (WMW) test were used, respectively. Potential confounders
evaluated were 1Q, ADHD subtype, comorbid conditions (mood, anxiety, and
disruptive behavior disorder), age, MPH dosage, concomitant prescription of
another medication, previous use of medication, concomitant psychosocial
treatment, and SNAP-IV baseline scores. Potential confounders to be entered in
models were defined based on conceptual analyses of the literature, and by
means of a statistical definition (association with the study factor and with the
outcome at P < 0.10).

Analyses of the effect of different genotypes on the efficacy of the treatment
were performed using a mixed-effects model (MEM), which produces a flexible
framework for the analysis of repeated measures while accounting for missing
data (eg, loss to follow-up) (39 — 41). The best covariance structure fitting the data
was selected based on the one with the lowest Akaike information criterion (AIC)
value among those that convergence has been achieved. Independent factors
included in the model were treatment over time and group assignment (defined as
the presence of the risk genotype Val/Val). The difference in inattentive and
hyperactivity/impulsivity scores between baseline and third month of treatment
was included into the model as a covariate for conceptual reasons (i.e., in order to

rule out the possibility that the effects of COMT genotype on the trajectory of
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oppositional symptoms associated with MPH use occurred due to a halo effect
determined by changes in ADHD core symptoms). In addition, the SNAP-IV
oppositional baseline scores were also included into the model. All possible
interactions were tested, but non-significant interactions were dropped in a final
model using a backward elimination procedure. We restricted analyses of the
oppositional SNAP-IV dimension to patients with baseline scores higher than 1 on
the SNAP-IV oppositional subscales to allow sufficient room for improvement, as
described previously (31).

SPSS version 18.0 was used for all analyses (SPSS Inc, Chicago, lll). A
significance level of 5% was set for all analyses (except for potential confounders,

as indicated previously). Tests were 2-tailed.

Results

The allele frequencies observed were 0.56 and 0.44 for Val and Met allele,
respectively. The genotype distributions were consistent with Hardy-Weinberg
equilibrium. About 32% of individuals were Val/Val homozygous, 50% were
heterozygous, and 18% were Met/Met homozygous.

Table 1 shows demographic and clinical characteristics of patients
according to the presence of the Met allele. Genotype/alleles were coded a priori
based on functional activity and association with risk of aggressive/antisocial
behavior (5, 25, 26). No statistically significant between-group differences on
potential confounders were found. Moreover, no potential confounder was
associated with both the presence of Met allele and oppositional scores in SNAP-
V.

Figure 1 shows the trajectory of ODD symptoms during MPH treatment
based on findings from the mixed-effects model including treatment over time and
the presence of Met allele, as main effects, SNAP-IV oppositional baseline scores
and the difference in inattentive and hyperactivity/impulsivity scores as covariates
and significant interactions between these factors during the three months of
treatment (n = 112). An independent effect of treatment over time (F2231 = 5.35, p
= 0.005), and of the SNAP-IV oppositional baseline scores (F1 150 = 130.65, p <
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0.001) were found. The interaction between these two factors was statistically
significant (Fz231 = 13.69, p < 0.001). The effect of the A in inattentive and
hyperactivity/impulsivity scores (F1 152 = 0.079, p = 0.779) was not found. However,
interactions between this factor and treatment over time (F2.23 = 17.11, p < 0.001)
and the SNAP-IV oppositional baseline scores (Fi1s, = 7.12, p = 0.008) were
statistically significant. Moreover, a significant effect of the presence of Met allele
(F1148 = 5.02, p = 0.027), and a significant interaction effect between the Met allele
and treatment over time (F2 220 = 6.40, p = 0.002) were also observed. No 3" order
interactions were significant. The working correlation matrix with the lowest AIC
value was the first-order autoregressive.

Likewise, the effects of the presence of the Met allele on these changes in
oppositional scores from baseline to the first and third months of treatment were
simultaneously analyzed using a MEM (n = 112; Figure 2). The differences in
inattentive and hyperactivity/impulsivity scores between baseline and third month
of treatment and SNAP-IV oppositional baseline scores were also included into the
model. The covariance structure with the lowest AIC value was the first-order
autoregressive one. This analysis also demonstrated a significant effect of the
COMT genotype on the changes in scores (Fii07 = 5.67, p = 0.019). The
independent effects of the differences in inattentive and hyperactivity/impulsivity
scores (F1112 = 0.16, p = 0.687) and of SNAP-IV oppositional baseline scores
(F1110 = 2.98, p = 0.087) were not found. However, the interaction between these
covariates was statistically significant (F1 111 = 7.05, p = 0.009) and it was the only
interaction that remained after backward elimination procedure. From baseline to
the first and third months of treatment, individuals with the Met allele achieved

greater reduction of oppositional scores than individuals without this allele.
Discussion
This investigation suggested that ADHD boys with at least one Met allele

have a significantly different trajectory of improvement on oppositional symptoms

than Val homozygotes when they are treated with MPH. We are unaware of any
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previous studies investigating the effect of COMT gene specifically in oppositional
symptoms in response to methylphenidate treatment.

Although the biological mechanisms to explain our results have not yet
been fully determined, we can consider some important points. Evidences suggest
that ADHD has multiple etiologies - genetic, environmental, neurobiological, and
neurochemical - and that catecholamine dysfunction, is an important underlying
feature (11, 42). Therefore, it is reasonable to hypothesize that medications that
increase DA availability and/or decrease its breakdown should improve ADHD
symptoms. In the PFC, where concentrations of DAT are relatively low compared
with NET, it has been postulated that DA is transported by the NET (11, 17, 43).
Moreover, some studies indicate that, at low doses that enhance cognitive
function, psychostimulants as MPH elicit a moderate and preferential activation of
PFC catecholamine neurotransmission (16). Several investigations suggest that
MPH inhibits DAT as well as NET and it regulates dopaminergic and
noradrenergic transmission (42, 44 — 46). Psychostimulants increase NE and DA
efflux widely throughout the brain at higher doses, but even when MPH is
administered at relatively low to median -doses as in the present study, it
preferentially activates DA and NE efflux within the PFC (16). We cannot draw firm
conclusions about the relationship between COMT enzyme and MPH action in
improvement of oppositional symptoms in ADHD. However, COMT may play a
regulator role in catecholamine balance created by MPH action in PFC. COMT
with a Valine at the 158 position has a 3-4-fold increase in enzyme activity, and it
would act as an antagonist, because it degrades DA and NE more quickly. Since
the greatest effect of treatment occurred from baseline to the first month of
treatment as expected, the observed effect might reflect a faster response of Met
allele carriers instead of an enduring response. Follow up studies are clearly
needed to address this issue for fully disclose the role of COMT in MPH action.

Although the neurobiological route by which COMT affect antisocial
behavior remains speculative, COMT is related to impaired executive functions
and antisocial children and delinquents specifically have a deficit with respect to
executive functions (47). These data would support the notion of PFC deficits also

in this kind of behavior. However, COMT does not appear to be a susceptibility
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gene for oppositional or aggressive behavior in the general population. Rather, the
Val**®Met variant seems to influence phenotypic variation within children with
ADHD (5). In the present study we did not observe differences between COMT
genotypes at the baseline rate of SNAP-IV oppositional scores or in the rate of
ODD/CD comorbid disorders. There are many possible explanations for this
amongst which are the potential absence of some environmental factors in our
sample that might be relevant for gene—environment interactions associated with
ODD/CD in subjects with ADHD, genetic and clinical heterogeneity determining
non-replication in association studies (48, 25). Finally, our design — frequently
used in pharmacological studies — requiring a minimum threshold of ODD
symptoms as an inclusion criterion might have obscured potential between-group
differences.

The pharmacogenetic investigation of the effect of MPH on parent-rated
SNAP-IV symptoms in part of this sample was previously tested in three different
studies. Two dopaminergic genes (DRD4, DAT1) and three serotonergic genes (5-
HTT, HTR1B, HTR2A) were investigated in SNAP-IV subscales with negative
results (30, 31). Polanczyk et al (31) tested only the parent-rated inattentive
subscale of SNAP-IV as the primary outcome measure in the association reported
with the ADRA2A gene. The effect of monoamine oxidase A (MAOA) gene was
investigated only with oppositional SNAP-IV scores with positive results (36). In
the present study only the parent-rated opposition subscale of SNAP-IV was
tested in boys with ADHD due to previous associations of COMT gene with CD
and antisocial behavior in children with ADHD, considering the sex difference in
COMT activity (5, 25, 27, 33).

However, the overall results presented in this study should be viewed in the
context of some limitations. The sample is of moderate size. This was a
naturalistic study. This design might be valuable to better appreciate the role of
genetic factors in routine clinical practice beyond the realm of controlled clinical
trials, but some caveats of this kind of studies should be considered. First, we had
no internal control to correct for any effect of time (eg, regression to the mean) or
expectancy bias, because we did not have a placebo arm in this trial. Randomized

clinical trials previously reported obtained improvement of ADHD symptoms similar
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to the one detected in our sample (49). Although a placebo response was likely
present in our study and decreased the power by reducing the measurement
precision of drug response, it is unlikely that the placebo response was
systematically associated with the polymorphism analyzed. Additionally, we
minimized the chance that the higher reduction in SNAP-IV oppositional scores
with MPH treatment detected in carriers of the Met allele might be attributed to
other events since we performed an extensive assessment of potential
confounders between groups with and without this allele. Second, MPH was
administered with no control of adherence by investigators. We cannot rule out
that lack of adherence occurred to some extent in the remaining sample but there
is no reason to expect a preferential compliance to MPH according to Val**®Met
genotypes at COMT. Nevertheless, according to the parents, there was an
important overall symptomatic reduction during follow-up. Third, it has been
suggested that oppositional defiant disorder (ODD) temporally precedes both
conduct disorder and depression, and therefore has a central role in the
development of a wide range of child psychopathology (50, 51). Recently it has
been shown that ODD has an important role in the development of both affective
and behavioral psychopathology (50). In the present study only the SNAP-IV
subscale of oppositional symptoms was used and we did not attempt to classify
these symptoms in different constructs, but Fowler et al (2009) reported that
COMT Val/Val genotype were associated with both childhood CD symptoms and
‘emotional dysfunction’ psychopathy scores. Further studies should be conducted
using other instruments and larger samples to assess if the Val**®*Met genotype at
COMT has a differential influence on both dimensions.

Pharmacogenetic studies that evaluate candidate genes are very important,
but single gene effects are small (52). Thus, candidate gene studies should
implement strategies that will provide enough statistical power to detect such small
effects. The examination of specific dimensions of medication response is one
potential strategy because it reduces heterogeneity. We detected the role of
COMT Val**®Met polymorphism in the trajectory of oppositional scores reduction

associated with MPH treatment in boys with ADHD but since this is the first study

44



to show the pharmacogenetic effect of COMT on oppositional symptoms,

replication of these results are warranted.
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Figure legends

Figure 1: Mean Swanson, Nolan and Pelham scale — version IV (SNAP-IV)
oppositional scores during methylphenidate treatment according to COMT genotype in a
mixed-effects model (n = 112). There were effects of treatment over time (n = 112; F,3; =
5.35, p = 0.005), for presence of Met allele (F;143 = 5.02, p = 0.027), and a significant
interaction between these factors (F,.20 = 6.40, p = 0.002) on improvement of SNAP-IV

oppositional scores in boys during the treatment with methylphenidate for 3 months.
Figure 2: Effect of the presence of the Met allele on mean reductions in Swanson,

Nolan, and Pelham Scale version IV (SNAP-IV) oppositional scores from baseline in a
mixed-effects model (n = 112). Presence of the Met allele: F1 107 = 5.67, p = 0.019.
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Table 1. Demographic and clinical characteristics of the patients investigated according to
Val**®Met polymorphism.

Val Met =
Demographic and clinical characteristics homozygous carriers
- _ value
(n =35) (n=77)
Age 9.03 £293 9.88 +290 0.15
IQ 95.29 +16.38 94.09 + 0.69
13.28
ADHD subtype 0.35
Inattentive 2 5.7% 11 14.5%
Hyperactive 6 17.1% 6 7.9%
Combined 25 71.4% 55 71.0%
Subthreshold 2 5.7% 5 6.6%
Comorbid conditions
CD 9 25.7% 18 23.4% 0.81
ODD 20 57.1% 38 49.4% 0.12
Mood disorder 5 14.3% 12 15.6% >0.99
Anxiety disorder 10 28.6% 22 28.6% >0.99
SNAP-IV baseline scores
Total 193 +046 187 =045 0.55
Inattentive 202 +0.60 198 +056 0.70
Hyperactivity/Impulsivity 1.98 +061 190 +0.62 0.54
Oppositional 1.75 +055 171 +057 0.69
Methylphenidate dose prescribed at baseline 054 +£0.19 049 £0.14 0.18
(mg/kg/dia)
Concomitant psychosocial treatment 11 31.4% 34 442% 0.22
Concomitant prescription of another medication 3 8.6% 6 7.8% >0.99
Previous use of medication 2 5.7% 10 13.2% 0.33

Abbreviations: ADHD, Attention deficit hyperactivity disorder; CD, conduct disorder; ODD,
oppositional defiant disorder; SNAP-IV, Swanson, Nolan and Pelham Scale — version IV; Val,
valine; Met, methionine.

Data are given as number (percentage) or mean ( standard deviations).

°Calculated by t test (quantitative variables with normal distribution), Mann-Whitney U test
(quantitative variables without normal distribution), and xz test or Fisher exact test (categorical

variables).
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Abstract

COMT influences the regulation of catecholamine levels in prefrontal cortex
(PFC), because it participates in the degradation of these neurotransmitters. Most
of the degradation of dopamine in PFC is performed by COMT. Neurobiological
studies suggest that abnormalities in the PFC functionality interfere with the
developing of symptoms of attention deficit hyperactivity disorder (ADHD) and
antisocial behavior often associated with this disease. The objective of this study
was to test whether the COMT gene is associated with the presence of disruptive
behavior disorders in children with ADHD. A total sample of 473 children with
ADHD was genotyped for the Val**®Met polymorphism. A consensus diagnosis of
ADHD with or without comorbidity was achieved through a three-stage process, as
previously described in the literature. The results indicate that there is a significant
difference in the presence of disruptive behavior disorders in children with ADHD
according to genotype. Antisocial behavior in children with ADHD seems to be
predicted by Val/Val genotype in COMT gene.

Key words: DBD, ODD, CD, polymorphism, Val***Met.
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Introduction

Attention deficit/hyperactivity disorder (ADHD) is a very heterogeneous
disorder broadly characterized by symptoms of inattention, impulsivity and
hyperactivity. This neurodevelopmental disorder is one of the most prevalent
mental health disorders in childhood and adolescence, affecting 5.3% of children
worldwide (Polanczyk et al., 2007). Comorbidity is very common in TDAH. Around
two thirds of children with ADHD have a diagnosis of another psychiatric disorder
(Stergiakouli and Thapar, 2010). Oppositional defiant disorder (ODD) is the most
common psychiatric comorbidity in children with ADHD,; it occurs in about 60% of
patients. Moreover, conduct disorder (CD) occurs between 10 and 20% of children
with ADHD (Connor et al., 2010). The literature highlights that ADHD and CD or
ODD share a common genetic etiology, and when they are manifested together
seems to be a more severe ADHD subtype (Connor et al., 2010; Hamilton and
Armando, 2008). The presence of comorbid ODD or CD symptoms in patients
with ADHD can negatively affect the course and prognosis of ADHD itself (Thapar
et al., 2006; Connor et al., 2010). These disorders are clustered as disruptive
behavior disorder (DBD; DSM-1V, 1994).

The prefrontal cortex (PFC) is responsible for regulating attention, emotion
and behavior, which are functions related to ADHD symptoms. Inadequate
catecholamine transmission (dopaminergic and noradrenergic) can lead to PFC
deficits and symptoms similar to ADHD, while optimal catecholamine transmission
can strengthen PFC regulation of attention and behavior and ameliorate ADHD
symptomology (Arnsten, 2009). Moreover, children with conduct disorder comorbid
with ADHD show the most severe executive functional deficits while children with
conduct disorder without ADHD have less severe, executive function deficits
(Raine, 2002).

The human Catechol-O-methyltransferase (COMT) gene, located on
chromosome 22qll, encodes an enzyme that catalyzes one of the major
degradation pathways of catecholamine neurotransmitters (Tenhunen et al., 1993,
Tenhunen et al., 1994). About 60% of dopamine degradation in the prefrontal
cortex is performed by COMT (Diaz-Asper et al.,, 2006). The polymorphism

Val**®*Met (rs4680) is a functional genetic variant which consists of a guanine to
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adenine mutation, resulting in a substitution of Valine (Val) for Methionine (Met)
during enzyme synthesis. The Met amino acid results in a protein with a fourfold
reduction in enzymatic activity. Therefore, Met carriers show higher dopamine
brain levels, especially in the PFC (Lotta et al., 1995; Chen et al., 2004). The
Val**®*Met polymorphism directly affects the functioning of the PFC. This functional
polymorphism has been associated with several characteristics related to
antisocial behavior comorbid with ADHD. Children with ADHD that are Val/Val
carriers present more symptoms of CD and “emotional dysfunction” psychopathy
scores, they are more aggressive and they are often more motivated to crime
when compared to children with the Met allele (Caspi et al., 2008; Monuteaux et
al., 2009; DeYoung et al., 2009; Fowler et al., 2009). Furthermore, Qian et al.
(2009) suggested that ADHD with ODD comorbidity was associated with Val allele
homozygosity in boys between 6 and 17.5 years old. Therefore, the aim of this
study is to test whether the COMT gene is associated with DBD in Brazilian
children with ADHD.

Material and Methods

Subjects

A total of 473 children with ADHD were included in the study. The largest
sample was composed of 373 children with ADHD clinical diagnosis recruited at
the Child and Adolescent Psychiatric Division of the Hospital de Clinicas de Porto
Alegre (HCPA). A consensus diagnosis of ADHD and comorbidity was achieved
through a three-stage process, described in detail previously (Roman et al., 2001).
The remaining 100 subjects were children with ADHD-inattentive type. This group
was ascertained from 12 public schools. Inclusion and diagnostic criteria for this
sample have been fully described elsewhere (Schmitz et al., 2006). Clinical and
demographic features of the 473 children according to their genotypes are shown
in table 1. The Ethics Committee of the HCPA approved the study protocol. The
parents have provided written informed consent and children have provided a

verbal consent for participation in this study.
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Genotyping

DNA was extracted from whole blood lymphocytes by a salting out
procedure as described by Lahiri and Nurnberger (1991). The Val™®Met
polymorphism was genotyped using TagMan SNP Genotyping Assay by demand
(Real Time PCR, Applied Biosystems) according to the manufacturer's

recommended protocol.

Statistical Analyses

Allele frequencies were estimated by counting. Comparison among
categorical variables was performed using chi-square or Fisher’s exact test. All
guantitative variables did not show a normal distribution. Therefore, non-
parametric tests were used (Mann-Whitney U test). The significance level
accepted was .05. Potential confounders evaluated were age, sex, ethnic
background, ADHD subtype and IQ. A confounder was defined as a variable
associated with both independent (COMT genotype) and dependent (DBD
comorbidity) variables (p < 0.2). No confounders were found using the criteria
given. Comparison tests, OR and respective 0.95 confidence interval (0.95 CI)
were obtained using the SPSS 12 version software.

Results

The allele frequencies observed were 0.55 and 0.45 for Val and Met allele,
respectively. The genotypes was grouped a priori based on functional activity and
association with risk of aggressive/antisocial behavior and conduct problems in
previous studies (Thapar et al., 2005, Caspi et al.,, 2008, Fowler et al., 2009;
Monuteaux et al., 2009; DeYoung et al., 2009). The genotype distributions were
consistent with Hardy-Weinberg equilibrium. About 30% of the individuals were
Val/Val homozygous, 51% were heterozygous, and 19% were Met/Met
homozygous.

Based on the Val**®*Met genotypes, subjects were sub-divided in two groups:

143 homozygous for the Val allele and 330 Met allele carriers. The patients with
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Val/Val genotype presented 12% higher frequency of DBDs than Met carriers
(table 2; y?*=5.729, p = 0.017, OR = 1.62).

Discussion

In this study, we assessed the association between Val***Met polymorphism
of the COMT gene and the presence of DBD comorbid with ADHD in children.
Patients homozygous for Val allele showed a higher frequency of DBD than Met
allele carriers. These results suggest that children with ADHD and Val/Val
genotype have a higher risk to develop disruptive behavior disorders than patients
with Met allele.

Our study supports previous findings about the importance of COMT in the
etiology of disruptive behavior so commonly associated with ADHD (Thapar et al.,
2005; Caspi et al., 2008; DeYoung et al., 2009; Fowler et al., 2009; Qian et al.,
2009). It is unclear exactly what role the COMT enzyme has in the etiology of
ADHD, and how it interferes with antisocial behavior. However, a possibility
involving impaired executive functions can not be ruled out. Executive functions
are processed primarily by the PFC which is responsible to inhibit inappropriate
behavior and thought, monitor actions, plan and organize the future, and regulate
attention (Arnsten, 2009). Furthermore, the catecholamines noradrenaline (NE)
and dopamine (DA) are decisive to PFC function (Arnsten, 2009).

Caspi et al. (2008) reported that COMT did not appear to be a susceptibility
gene for aggression or antisocial behavior in the general population. The
association between the COMT Val**®*Met polymorphism and antisocial behavior
was observed only in individuals with ADHD. Therefore, it was suggested that this
variant influenced phenotypic variation within children with ADHD and predicted
which of these children would engage in antisocial behavior. On the other hand,
DeYoung et al. (2009) showed that increased risk for antisocial behavior
associated with the Val allele is not confined to populations with ADHD.
Furthermore, the risky background represented by incarceration for criminal
behavior was apparently sufficient to produce a significant effect of Val**®Met

variation on antisocial behavior. Our results indicate that the COMT gene may
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influence the emergence of antisocial behavior in children with ADHD. It is
probable that COMT acts as a modifier gene, which requires other factors to alter
the clinical phenotype and the development of ADHD. Further studies are
necessary to better address this question.

This work should be interpreted in the context of some limitations. First, the
sample size was moderate; a larger sample would be more appropriated. Second,
ADHD or related disorders might be accounted for by both genetic and
environmental factors such as maternal prenatal smoking or drinking, family
conflict, poor quality of parent-child relationships, and the possible interaction with
other genes and environmental factors that were not analyzed in the present
study. It is also important to consider that ADHD is a very heterogeneous disorder,
and besides CD and ODD, other psychiatric comorbidities could be present with
ADHD, and perhaps influence this result (Rohde et al., 2000, Biederman, 2005).

In conclusion, recent studies have brought evidences to demonstrate the
importance of COMT on DBD associated with ADHD. These findings reinforce the
genetic heterogeneity of ADHD, which can contribute consistently to subdivision
on clinical and biological different groups. There are still many questions to be
answered regarding the action of COMT in the regulation of DBD’s symptoms in
ADHD. However, our findings corroborate previous results that COMT Val/Val

genotype influences the emergence of DBD in youths with ADHD.
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Table 1: Demographic and clinical characteristics of the sample according to the presence
of Met allele®.

- Val homozygous Met carriers b
Characteristic (n = 143) (n = 330) P value
Age (years) 10.50 +0.28 10.55 +0.17 0.68
IQ 93.36 +1.19 92.71 +0.73 0.94
Sex (males) 112 87.32% 252 76.36% 0.81
Ethnicity (European-Brazilian) 106 74.13% 265 80.30% 0.30
ADHD subtype 0.23
Inattentive 49 34.27% 133 40.31%
Hyperactive 11 7.70% 14 4.24%
Combined 74 51.75% 170 51.51%
Subthreshold 9 6.28% 13 3.94%

Abbreviations: ADHD, Attention Deficit/Hyperactivity Disorder; Val, Valine; Met, Methionine.

Data are given as number (percentage) or mean (+ standard deviations)

®Calculated by Mann-Whitney U test (quantitative variables without normal distribution), and Xz test
or Fisher exact test (categorical variables).
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Table 2: The presence of disruptive behavior disorders comorbid with ADHD according to

COMT genotype.
COMT genotype
Val homozygous Met carriers
N % N % OR (0.95 CI) P
With DBD 83 58.0% 152 46.1% 1.62(1.09-2.41) 0.017
Without DBD 60 42.0% 178 53.9%
Total 143 100.0% 330 100.0%

Abbreviations: DBD, Disruptive Behavior Disorder; Val, Valine; Met, Methionine.
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CAPITULO V

DISCUSSAO
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A discussao aqui apresentada tem como objetivo integrar brevemente os
resultados obtidos neste trabalho a partir de uma perspectiva mais ampla e geral
do assunto. As discussfes especificas dos resultados obtidos foram abordadas
nos capitulos Il e IV. Assim, pretende-se continuar abordando este tema de forma
nao repetitiva.

Como j& discutido anteriormente, o fato do TDAH ser uma doenca
complexa e de alta heterogeneidade, ainda nao foi possivel determinar os genes
envolvidos na sua etiologia que expliguem toda a variabilidade fenotipica
encontrada nesse transtorno. Através de muitos estudos, diversos autores
concluiram que os critérios diagndsticos existentes, apesar de bem validados, nédo
facilitam o mapeamento de genes de suscetibilidade e seu efeito fenotipico
(Castellanos & Tannock, 2002). Da mesma forma, o conceito de comportamento
antissocial engloba um fendtipo altamente complexo, desde transtorno opositor
desafiante e transtorno de conduta até atos de criminalidade (Thapar et al., 2006).
O TC e o TOD séao muito frequentes em comorbidade ao TDAH. Nesses casos,
criancas e adolescentes desenvolvem problemas mais sérios ao longo da vida,
devido aos sintomas antissociais, do que pacientes com TDAH sem qualquer uma
dessas comorbidades (Thapar et al., 2001; Hamilton & Armando, 2008). Segundo
alguns autores, ha um suporte clinico que permite distinguir as criancas com
“TDAH+TDC” como uma condi¢cdo clinica mais severa das demais, dentro da
variabilidade fenotipica encontrada no TDAH. Na reunido dessas informacdes,
podemos questionar se existe um novo subtipo do transtorno. Podemos
considerar as criangas e adolescentes com TDAH e TDC como um grupo com o
diagnéstico distinto dos demais? Esse possivel grupo apresenta suscetibilidade
genética diferenciada de pacientes com “TDAH puro”?

Dentro de um gradiente de fatores de suscetibilidade ao TDAH, sugere-se
que o grupo fenotipico representado por pacientes que manifestam TDAH e TC
localiza-se no intervalo extremo, Esses pacientes apresentariam um acumulo
maior de fatores de risco genéticos e ambientais (Thapar et al., 2001). Por
conseguinte, esses transtornos parecem ser predominantemente mediados pelo
mesmo conjunto de fatores de risco genético (Thapar et al., 2006). Embora os

genes de suscetibilidade ao TDAH potencialmente possam interferir no
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surgimento de TDC, devem ainda existir variantes genéticas com efeito
modulador, que influenciam na manifestacdo clinica de TDC em criangcas com
TDAH. O gene COMT parece agir como um gene modificador, que influencia a
variacao fenotipica dentro do grupo de pacientes com TDAH. Possivelmente esse
gene seja um preditor dentre as criangas com TDAH, de quais provavelmente
apresentardo sintomas antissociais (Caspi et al., 2008). Nossos resultados
corroboram essa hipGtese, e pacientes homozigotos para o alelo Val
aparentemente mostram uma maior probabilidade de manifestar TDC em conjunto
com o TDAH.

Dentre as licbes importantes apontadas pelas pesquisas do gene COMT em
outras doencas psiquiatricas, destaca-se a necessidade de agrupar os individuos
analisados em subgrupos clinicos, para permitir comparacdes mais significativas,
inclusive entre diferentes estudos (Craddock et al., 2006). Portanto, devido as
complicagBes mais severas nos casos de jovens com TDC comérbido ao TDAH,
suas caracteristicas clinicas e os estudos genéticos desse grupo de pacientes, as
criancas e adolescentes que apresentam essas doencas psiquiatricas em
comorbidade, poderiam ser consideradas como um grupo distinto.

Através do conceito de que o gene COMT € um gene modificador, pode-se
contextualizar seu efeito dentro do “cenario sinaptico” do CPF gerado pelo
tratamento do TDAH com MPH. A COMT atua na degradacdo de catecolaminas,
possuindo um efeito antagdnico ao desse farmaco. Dessa forma, considera-se
gue esta enzima mantenha uma regulacdo fina desses neurotransmissores.
Contudo, os resultados farmacogenéticos gerados nesse trabalho indicam que o
efeito do gene COMT é aparentemente pequeno. Apesar de ter sido encontrado
um efeito individual do gene e da interagéo entre o gene e o tempo de tratamento,
a melhora clinica dos sintomas de oposi¢cado nos dois grupos genotipicos apds 0s
trés meses € bastante similar. Uma hipotese plausivel € que os individuos
portadores do alelo Met melhoram rapidamente, pois no primeiro més de
tratamento melhoram significativamente mais, quando comparados aos pacientes
homozigotos para o alelo Val. Entretanto, talvez exista um processo
compensatorio nos homozigotos do alelo Val ao longo do tratamento. E possivel

gue o efeito do farmaco seja potencializado e o efeito da enzima COMT néo seja
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tdo aparente. Mais estudos s@o0 necessarios para obtermos respostas mais
definitivas sobre esse tema

O conhecimento da real trajetoria do TDC, via TDAH, € muito importante
clinicamente e, por isso, 0 entendimento sobre fatores genéticos que contribuem
diretamente ao diagndstico e os processos que mediam a manifestacdo desses
transtornos merecem uma atencdo especial. Apesar de existir um risco
substancial para o desenvolvimento do comportamento antissocial, nem todos os
casos de TDAH evoluem neste caminho e deve-se compreender por que iSso
ocorre. Em uma perspectiva de continuacdo desses estudos, salienta-se a
necessidade de estudar o gene COMT em diferentes amostras: uma composta
somente de criangas com TDC; outra com criangas com “TDAH puro”, sem
comorbidades; uma terceira de criancas com o0s dois transtornos
simultaneamente; uma quarta composta de individuos controle. Dessa forma,
podemos tentar distinguir se o papel da COMT é diferenciado em criangcas com
“TDC+TDAH” e se exerce alguma influéncia nos sintomas antissociais em
criancas com TDC sem TDAH. Além disso, seria importante analisar se existe
algum efeito da interacdo entre o gene COMT e fatores ambientais na
manifestacdo desses transtornos em comorbidade. Poderiamos tentar replicar os
resultados de estudos anteriores, 0s quais analisaram a interacdo desse gene
com baixo peso do neonato e baixo status socioecondémico (Thapar et al., 2005;
Nobile et al., 2009). Conjuntamente, ha a possibilidade de incluir outros fatores
ambientais ainda ndo estudados, como fumo durante a gravidez. Outra analise
possivel é em relacdo ao efeito do gene COMT na melhora de sintomas de
oposicdo que sdo diretamente ligados ao TC. O TOD parece preceder
temporalmente tanto TC quanto depresséao e, por isso, autores classificam os oito
sintomas de oposicao da escala SNAP-IV em trés subgrupos: sintomas negativos,
indicados como precedentes de depressao; sintomas de oposi¢cado propriamente
ditos, indicados como precedentes de TC; e sintomas antagbnicos, que nao foram
associados com nenhum transtorno (Burke et al., 2010). Como os estudos do
efeito do gene COMT sao relacionados a sintomas antissociais, possivelmente o

efeito farmacogenético desse gene, encontrado nos nossos resultados, possa ser
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potencializado se analisarmos somente o subgrupo de sintomas de oposi¢éao
propriamente dito.

De uma forma geral, a compreensdo dos mecanismos genéticos envolvidos
no TDAH tem se desenvolvido muito nos dltimos anos. Entretanto, a aplicacao
dos conhecimentos gerados com os estudos moleculares estd numa fase ainda
precoce. Continua-se longe do conhecimento de toda complexidade da genética
desta doenca. Para melhorar esse panorama, é necessario entender quais 0s
genes que realmente sdo importantes, conhecer a neurobiologia da doenca, quais
as variantes funcionais envolvidas, e de que maneira todos esses fatores
influenciam o TDAH. Com a reunido dessas informacfes, talvez seja possivel
comecar a pensar na aplicacdo dos resultados obtidos. Esta aplicabilidade pode
ser vislumbrada para o futuro através do auxilio no diagndstico, do aprimoramento
dos farmacos existentes e, talvez, do desenvolvimento de novos farmacos. A
futura prescricdo farmacogenética de medicamentos, focando nos gendtipos dos
pacientes, podera possibilitar a otimizacdo da selecdo de medicacdes e de suas
doses. E se tais predicbes de eficacia dos medicamentos, de acordo com o
gendtipo, irdo reduzir o sofrimento e melhorar a qualidade de vida dos pacientes,
por enquanto ninguém sabe. Somente através de mais pesquisas essa questao
podera ser respondida. Talvez seja possivel identificar as pessoas mais
suscetiveis as doencas psiquiatricas, no intuito de manejar as variaveis
ambientais. Contudo, estamos ainda no inicio da montagem desse “quebra-
cabeca” e, quem sabe, quando completarmos este quadro complexo e fascinante

nés poderemos reverter este conhecimento para beneficio direto dos pacientes.
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