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TABELA DE SIMBOLOS E ABREVIATURAS

TDAH

Transtorno de Déficit de Atencao e Hiperatividade

5-HTT, SLC6A4 ou SERT

Gene do transportador de serotonina

Regiao polimorfica ligada ao gene do transportador

5-HTTLPR
de serotonina
Polimorfismo de nucleotidio Gnico — transi¢ao de
SNP A=>G adenina para guanina encontrado dentro do alelo
longo de 5-HTTLPR
rs25531 Caodigo do SNP A=>G no Pubmed
S Alelo curto (short)
L ou La, Alelo longo (long) selvagem contendo adenina
Lo Alelo longo (long) mutante contendo guanina
17q11.1-12 Braco longo do cromossomo 17, da banda 11 sub-
banda 1 até a banda 12
PCR Técnica de reagao em cadeia da polimerase
Mspl Enzima de clivagem de sequéncias CCGG
Pb Pares de base
Kb Kilobases
Entrevista semi-estruturada para diagnéstico de
K-SADS-E transtornos afetivos e esquizofrenia para criancas e
adolescentes entre 6-18 anos
S Manual Diagnéstico e Estatistico de Transtornos
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RESUMO

Varios transtornos psiquiatricos tém sido associados ao gene do transportador da
serotonina. Sua regido promotora contém um polimorfismo (5-HTTLPR) de
numero variavel de seqiiéncias, permitindo distinguir um alelo longo de um curto.
Foi descrito um SNP A->G dentro do alelo longo, fazendo com que o 5-HTTLPR
seja funcionalmente trialélico (La, Lg € S). Em um estudo prévio, ndo encontramos
associacdo entre o TDAH e o 5-HTTLPR. A falta de andlise do SNP A->G,
entretanto, pode ter gerado um resultado falso negativo. Esse estudo visa a
realizar uma nova analise de associagdo ampliando-se a amostra e genotipando-
se 0o SNP. Foram estudados 401 adultos com TDAH e um grupo controle
constituido por 230 doadores de sangue. As frequéncias alélicas e genotipicas
referentes a insercao/delecao e ao SNP nao diferiram entre casos e controles,
sugerindo que o polimorfismo 5-HTTLPR e o SNP vinculado a este nao estao

associados ao TDAH em adultos.

Palavras-chave: personalidade, serotonina, variante, desatencao, adultos.



INTRODUGAO

O transtorno de déficit de atencdo e hiperatividade (TDAH) € um dos
transtornos psiquiatricos mais comuns na infancia e tem uma longa tradigao na
histéria da medicina (Still e Tredgold, 1902). Reconhecido como um transtorno
comum, o TDAH é caracterizado por sintomas de desatencao ou hiperatividade e
impulsividade, afetando aproximadamente 5% das criancas em idade escolar
(Polanczyk e cols., 2007). Estima-se uma prevaléncia do problema em torno de
4% dos adultos (Wilens e cols., 2004; Biederman, 2005; Kessler e cols., 2006;
Polanczyk e Rohde, 2007).

De acordo com o DSM-IV, sao critérios diagnosticos para esse transtorno
seis ou mais sintomas em um ou ambos 0s grupos, por no Minimo seis meses,
com caracterizagcdo de prejuizo em funcao destes sintomas em mais de um
ambiente (casa e escola/trabalho, por exemplo) e inicio do prejuizo antes dos sete
anos. Assim, trés subtipos de TDAH podem ser reconhecidos:
predominantemente desatento, predominantemente hiperativo/impulsivo e
combinado (presenca de pelo menos seis sintomas em ambos 0s grupos).

Embora se saiba que fatores ambientais estao relacionados ao transtorno,
a contribuicdo genética & substancial no TDAH, assim como ocorre na maioria
dos transtornos psiquiatricos. Acredita-se que varios genes de pequeno efeito
sejam responsaveis por uma vulnerabilidade genética ao transtorno, a qual se
somam diferentes agentes ambientais. Dessa forma, o surgimento e a evolugao
do TDAH em um individuo parecem depender de quais alelos estao presentes, de
quanto cada um deles contribui para a doenca e das inter-relagdes desses genes

entre si e com o ambiente (Biederman, 2005).
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Faraone e cols. (2005), revisando 20 estudos com gémeos, estimaram uma
herdabilidade de 76% para o TDAH, sugerindo que este seja talvez o disturbio
psiquiatrico com maior componente hereditario. Os estudos de ligacdo e, mais
recentemente, os estudos de associagdo tém surgido como ferramentas
poderosas na busca de genes envolvidos no transtorno. No entanto, embora nao
haja duvidas quanto ao forte componente genético do TDAH apenas alguns
genes tém um papel mais firmemente estabelecido.

A neurotransmissdao mediada pela serotonina (5-hidroxitriptamina, 5-HT)
contribui para muitas fungdes fisiologicas (Lesch e cols.,, 1996). O gene do
transportador de serotonina (5-HTT, SLC6A4 ou SERT) esta localizado no
cromossomo 17q11.1-q12 (Ramamoorthy e cols., 1993), compreendendo 14
exons de ~35Kb (Bengel e cols., 1997; Lesch e cols., 1994). Dentre alguns
polimorfismos descritos nesse gene, um polimorfismo de delecao/insergao
mostrou-se funcional (Nakamura e cols., 2000). A regido polimérfica ligada ao
gene do transportador de serotonina (5-HTTLPR) contém um numero variavel de
sequéncias repetidas (20-23pb). As formas longas e curtas do alelo tém 528 pb
(alelo L) e 484 pb (alelo S), respectivamente (Heils e cols., 1996).

O alelo S esta associado a uma menor expressdo de RNAm de 5-HTT
(Collier e cols., 1996; Lesch e cols., 1996). A recaptacdo de serotonina é duas
vezes maior em células contendo o gendétipo homozigoto LL do que células com
SS ou SL (Lesch e Mossner, 1998).

Recentemente foi descrito um SNP A->G (rs25531) sobreposto ao 5-
HTTLPR, dentro da primeira das duas repeticdes (20-23pb) extras no alelo L,
fazendo com que de fato o 5-HTTLPR seja funcionalmente trialélico (La, Lg € S)

(Hu e cols., 2006). A mudancga de Adenina para Guanina no SNP rs25531 cria um
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sitio de ligagao potencial para o fator de transcricao AP2, um dos muitos fatores
envolvidos na ativacdo ou repressao da transcricao (Hu e cols., 2006; Kraft e
cols., 2005). Dessa forma, o alelo Lg é expresso quase equivalentemente ao alelo
S (Hu e cols., 2006). Os alelos S e Lg estdo associados a maior atividade da
amigdala em pacientes com depressao (Dannlowski e cols., 2006) e associados
com fendtipos que intermedeiam o transtorno de ansiedade (Domschke e cols.,
2008). A descoberta desse polimorfismo cria a necessidade de uma reavaliagao
dos estudos de associa¢ao envolvendo o 5-HTTLPR, uma vez que a presenga de
alelos Lg em individuos com genétipo SL ou LL poderia encobrir uma possivel
associagao (Hu e cols., 2006).

Ha amplas evidéncias apoiando a associagao entre o 5-HTT e um grupo de
transtornos psiquiatricos e fenoétipos (Anguelova e cols., 2003). Achou-se, por
exemplo, associacdo do alelo S com TDAH em pacientes adultos violentos
(Cadoret e cols., 2003), escores altos de busca por novidade em fumantes
(Kremer e cols., 2005), maior prevaléncia de transtornos de uso de substancias
em alcoolistas (Gerra e cols., 2004; Marques e cols., 2006) e com tragos de
neuroticismo (Gonda e cols., 2008). Ha poucos estudos de associagao, contudo,
entre o polimorfismo 5-HTTLPR e amostras de TDAH. Faraone e cols., (2005)
revisaram esses estudos e concluiram que a razdao de chance combinada
envolvendo o alelo L no TDAH resultava em 1,31, representando um efeito
pequeno, porém significativo.

Em um estudo prévio envolvendo uma parcela da presente amostra de
adultos nao foi verificada associacao entre o TDAH e o 5-HTTLPR (Grevet e cols.,
2007). No entanto, a falta de analise do polimorfismo rs25531 pode ter gerado um

resultado falso negativo. Esse estudo & pioneiro, a medida que nao existem
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estudos publicados quanto a associacdo entre o SNP rs25531 e o TDAH. Com
base no exposto, o objetivo geral deste trabalho é realizar uma nova analise de
associacao, considerando uma ampliacao na amostra e a genotipagem do

polimorfismo rs25531.

MATERIAIS E METODOS

Caracterizacao amostral

A amostra foi composta por 401 pacientes adultos euro-descendentes com
TDAH, provenientes do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, avaliados a partir de
Setembro de 2002. A idade média foi 34.1 anos (+ 11.1), e a razao
homens:mulheres foi de aproximadamente 1:1. A média de QI da amostra & 100.4
(+8.7). Os critérios de exclusdo foram evidéncias de doencgas neurolégicas de
significancia clinica que poderiam afetar a cognigao, historia atual ou passada de
psicose e QI < 70 (Kaplan e cols., 1991). Para o polimorfismo rs25531, foram
analisados 274 pacientes dos 401 totais.

O grupo controle para as frequéncias alélicas e genotipicas € composto por
230 brasileiros homens euro-descendentes doadores de sangue do Hemocentro.
A amostra controle é representativa das freqiéncias génicas de Porto Alegre.
Esta, no entanto, ndo foi entrevistada quanto a transtornos psiquiatricos. A

frequéncia esperada de TDAH nesse grupo é a mesma da populagdo em geral.
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Processo diagnostico

O processo diagnostico para o TDAH baseou-se nos critérios do DSM-IV
(American Psychiatry Association, 1994), usando a versao em portugués do K-
SADS-E (Mercadante e cols., 1995). O K-SADS-E é uma entrevista semi-
estruturada para criangas e adolescentes entre 6-18 anos, a qual verifica
episédios atuais - e o episdédio mais severo no passado — dos transtornos
psiquiatricos (DSM-IV) em criangas (Ambrosini, 2000). Os coeficientes Kappa de
concordancia entre observadores para o K-SADS-E foram 1.00 para o diagnéstico
de TDAH em criangas, 1.00 para o diagnostico atual de TDAH e 0.95 para o
diagnéstico atual dos subtipos de TDAH (Grevet e cols., 2005).

Todos os individuos (pacientes e controles) assinaram um termo de
consentimento informado aprovado pelos Comités de Etica do Hospital de

Clinicas de Porto Alegre e da Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

Analise laboratorial

O DNA foi obtido do sangue periférico e extraido através da técnica de
“salting out” descrito por Lahiri e Nurnberger (1991). A genotipagem foi realizada
em duas etapas. A etapa 1 distingue os alelos curtos (S) dos alelos longos (L). A
etapa 2 distingue os alelos longos com adenina (La) dos alelos longos com
guanina (Lg) (Hu e cols., 2006).

A etapa 1 compreende a amplificacdo da regiao polimoérfica 5-HTTLPR,
utilizando-se a reacao em cadeia pela polimerase (PCR) adaptado de Seeger e

cols., (2001) e Manor e cols., (2001), resultando em produtos de PCR de 484pb e
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528pb para os alelos S e L, respectivamente. Os produtos de PCR foram
analisados em gel 2,5% de agarose corado com brometo de etidio. A etapa 2
compreende a genotipagem do polimorfismo rs25531, realizada através da
digestao com a enzima Mspl (37°C por 16 horas) dos produtos de PCR dos
individuos contendo pelo menos um alelo L no 5-HTTLPR. Os produtos de
clivagem foram analisados em gel de agarose a 3% corado com brometo de

etidio.

Analise estatistica

As frequéncias alélicas foram estimadas por contagem direta. As
comparagdes entre freqiéncias alélicas e genotipicas entre os pacientes com
TDAH e os controles foram realizadas com o teste do x2, bem como as
comparagdes das fregiéncias observadas com as esperadas no equilibrio de
Hardy-Weinberg. O nivel de significancia considerado foi de P<0,05. Foram
utilizados os programas estatisticos: PEPlI 5.0 para as comparagbdes entre
frequéncias alélicas e para o calculo do equilibrio de Hardy-Weinberg e o SPSS

12.0 para as comparacgdes entre freqiiéncias genotipicas.

RESULTADOS

Quanto ao 5-HTTLPR, casos e controles estao em Equilibrio de Hardy-
Weinberg (X2casos= 2,88; X2cont= 0,89). Para o SNP rs25531, as amostras de
casos e controles também estdo em Equilibrio de Hardy-Weinberg (x2casos= 1,85;

X2cont= 3,05). As frequéncias alélicas e genotipicas do 5-HTTLPR e do SNP
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rs25531 no alelo L nao diferiram significativamente (Tabela 1). As frequéncias
alélicas de S, La € Lg na nossa amostra controle foram similares as descritas em

outros trabalhos (Tabela 2).

DISCUSSAO

Com base nos resultados obtidos e no panorama geral da literatura, o
polimorfismo 5-HTTLPR nao parece desempenhar um papel direto na
predisposicao ao TDAH em adultos. Até o momento, os resultados para o
polimorfismo 5-HTTLPR em criangas com TDAH tém se mostrado controversos,
mas diversos estudos sugerem um efeito fraco do alelo L (Curran e cols., 2005;
Beitchman e cols., 2003; Langley e cols., 2003; Kent e cols., 2002; Zoroglu e
cols., 2002; Manor e cols., 2001; Seeger e cols., 2001). Nossos resultados nao
puderam corroborar com esses achados prévios.

Apesar de diversas similaridades quanto a apresentacdo clinica e
abordagem terapéutica (Biederman, 2004; Dulcan, 1997), adultos com TDAH
apresentam diferencas significativas quando comparados com criangas com
TDAH (McGough e Barkley, 2004). As amostras clinicas de criancas, por
exemplo, tém uma maior propor¢cdo de meninos do subtipo combinado
(Biederman e cols., 2002), enquanto amostras de adultos tem uma distribuigao
similar em género e subtipos (Grevet e cols., 2006; Millstein e cols., 1997; Murphy
e Barkley, 1996). Essas diferencas podem ser responsaveis pelos resultados
inconsistentes nos estudos de associagcdo em amostras de criancas e adultos.
Mesmo assim, ainda ndao se sabe ao certo se o TDAH em adultos € o mesmo

TDAH presente em criangas ou se, de fato, constituem transtornos diferentes e
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portanto devem ser tratados de maneira diferente. A dificuldade em se fazer
estudos longitudinais pode ser uma das causas principais para essas questdes
primordiais.

Os resultados encontrados sugerem que o polimorfismo nao tem um papel
importante nos adultos com TDAH. Existem no banco de dados do Pubmed cerca
de 15 estudos de associagdo com o SNP no alelo longo. A maioria desses
estudos busca verificar se ha associagdo entre o polimorfismo com transtornos
depressivos, ansiedade ou transtorno obsessivo compulsivo. Nao encontramos,
contudo, na literatura nenhum estudo verificando a associacao desse SNP com o
TDAH.

Embora o polimorfismo 5-HTTLPR venha sendo amplamente estudado em
diferentes transtornos psiquiatricos, a falta da analise desse SNP, pode em
principio comprometer os resultados, acarretando associagoes inespecificas.
Dessa forma, € recomendavel a inclusdo desse SNP em trabalhos que analisam o
5-HTTLPR. Os resultados do presente estudo, entretanto, requerem replicacao
com numeros amostrais maiores para que se possa ter uma idéia mais precisa

sobre a influéncia desses polimorfismos no TDAH.
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LEGENDA DAS TABELAS

Tabela 1. Freqiiéncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos 5S-HTTLPR e SNP
A-2>G (rs25531).

Tabela 2. Freqiiéncias alélicas e genotipicas do 5-HTTLPR em diferentes populagdes.
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Tabela 1

Pacientes Controles

POLIMORFISMO N f N f
5-HTTLPR
Genotipos
SS 77 0.19 41 0.18
SL 224 0.56 123 0.53
LL 100 0.25 66 0.29
Total 401 1 230 1
Alelos
S 378 0.47 205 0.45
L, 424 0.53 255 0.55
SNP A=>G
(rs25531)
Gendétipos
SS 65 024 41 0.18
SLa 131 0.47 105 0.46
SLg 14 0.05 18 0.08
Lala 54 020 51 0.22
Lalg 9 0.03 15 007
Lglg 1 001 O 0
Total 274 1 230 1
Alelos
S 275 0.51 205 0.45
La 248 045 222 0.48
Lg 25 0.05 33 0.07

5-HTTLPR: f. genotipica: y2 = 1,14 (P=0,57) / f. alélica: ¥2 = 0,68 (P=0,41)

SNP A->G: f. genotipica: y2 = 7,52 (P=0,18) / f. alélica: 2 = 5,11 (P=0,08)



INS

3

Tabela 2
Freqiiéncias genotipicas Freqiiéncias alélicas Referéncias
Populagﬁo N SS SLA SLG LALA LALG LGLG S LA LG
Finlandeses 771 .15 44 08 .24 09 .01 40 51 .09 Hu e cols., 2006
Norte-americanos, grupo 1 297 .16 .33 .09 .26 .14 .03 37 49 14 Hu e cols., 2006
Norte-americanos, grupo2 286 .12 .37 .08 .22 .18 .02 2 50 15 Hu e cols., 2006
Amerindios - EUA, planicies 456 .42 .47 .01 .09 .01 .00 .66 K 01 Hu e cols., 2006
Amerindios - EUA, sudoeste 564 .42 43 .01 .13 01 .00 .64 I 5 01 Hu e cols., 2006
Norte-americanos, grupo3 624 .07 .25 .12 27 23 .06 .25 D1 24 Hu e cols., 2006
Rio Grande do Sul, grupo1 179 .22 43 .04 25 .06 .00 .45 50 .05 Dados ndo publicados
Rio Grande do Sul, grupo2 230 .18 46 .08 .22 .07 .00 .45 48 .07 Presente amostra

Norte Americanos, grupos 1 e 2 — euro-descendentes; grupo 3 — descendentes de africanos

Rio Grande do Sul, grupo 1 — populagdo geral, sem avaliag¢do da etnia; grupo 2 — euro-descendentes
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