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RESUMO

O transtorno de déficit de atencdo e hiperatividade (TDAH) é bastante comum e
caracteriza-se por sintomas acentuados de desatencdo e/ou hiperatividade, que iniciam
na infancia e persistem na vida adulta na maioria dos casos. Sabe-se que alteracdes na
quantidade de serotonina (5-HT) podem resultar em mudangas comportamentais em
humanos, muitas vezes relacionadas com comportamentos impulsivos e agressivos.
Entre os genes envolvidos na rota serotoninérgica, o gene do receptor de serotonina 1B
(HTR1B) tem recebido uma atencéo especial, pois estudos em modelos animais sem um
receptor 1B revelaram varias caracteristicas de comportamentos associadas com
distdrbios psiquiatricos. Além disso, estudos de associacdo também tém revelado
associagcOes positivas entre polimorfismos no gene e transtornos externalizantes, tais
como dependéncia de alcool e 0 TDAH. O presente estudo tem como objetivo investigar
0 papel dos polimorfismos mais relevantes do gene HTR1B (rs11568817, rs130058 e
rs6296 e rs13212041) na predisposicdo genetica ao TDAH em adultos. A amostra foi
composta por 514 adultos com TDAH e 618 controles. Pacientes e controles nédo
apresentaram diferencas estatisticamente significativas nas frequéncias genotipicas e
alélicas em nenhum dos polimorfismos. Também ndo foram encontradas diferengas
significativas para as freqiiéncias haplotipicas entre casos e controles. Concluindo, néo
encontramos em nosso estudo associagfes envolvendo o gene HTR1B e o TDAH em

adultos.
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INTRODUCAO

O Transtorno de Déficit de Atencdo/ Hiperatividade (TDAH) caracteriza-se por
sintomas de desatencdo, impulsividade e hiperatividade, que sdo mais frequentes e
severos do que o observado e esperado em individuos com nivel de desenvolvimento
semelhante (Purper-Ouakil et al. 2011). Estudos de meta-analise indicam uma
prevaléncia de 5,3% para o transtorno em criancas e adolescentes (Polanczyk et al.
2007) e de 2,5% em adultos (Simon et al. 2009).

Numerosas evidéncias confirmam que a contribuicdo genética no TDAH é
substancial e diversos genes dos sistemas de neurotransmissdo tém sido implicados no
desenvolvimento do transtorno (Purper-Oualkil et al. 2011). Os resultados mais
consistentes, provenientes de estudos de meta-analise, apontam resultados significativos
para o gene do receptor 1B de serotonina (HTR1B), entre outros (Gizer et al. 2009;
Faraone e Mick, 2010). De fato, estudos realizados em individuos da nossa popula¢édo
confirmam o envolvimento de polimorfismos do gene HTR1B na predisposi¢cdo ao
TDAH em criancas (Guimardes et al. 2009) e a dependéncia de alcool (Contini et al.
2011).

O HTR1B é um gene sem introns, localizado no brago longo do cromossomo 6
(6q13) (Jin et al. 1992). A expresséo do gene € elevada no nucleo dorsal da rafe, regido
do cérebro envolvida no ciclo do sono, sendo também expresso em quantidades menores
no corpo estriado e no cortex prefrontal dorsolateral (Ichikawa et al. 2005). O receptor
apresenta funcdes distintas dependendo de sua localizagdo: no cortex frontal acredita-se
que ele atue como um receptor terminal, inibindo a secrecdo de dopamina; ja no corpo
estriado e nos ganglios da base ele atua como um auto-receptor pré-sinaptico, inibindo a
liberagdo de serotonina (Pytliak et al. 2010). Estudos realizados em animais sem um
receptor HTR1B (knock-out) revelaram vérias caracteristicas de comportamento
associadas com distdrbios psiquiatricos, tais como aumento na agressividade e
impulsividade, diminuicdo da ansiedade e aumento no consumo de alcool e cocaina
(Brunner e Hen, 1997; Sanders et al. 2002). Diversos estudos realizados com humanos
parecem comprovar esses achados, sendo encontradas associacdes entre o0 HTR1B e
comportamentos agressivos, abuso de substancias e dependéncia de alcool (Kranzler et
al. 2002; Huang et al. 2002; Proudnikov et al. 2005; Jensen et al. 2009; Conner et al.
2010; Hu et al. 2010; Contini et al. 2011).



Entre os polimorfismos mais investigados no HTR1B destacam-se o T-261G
(rs11568817) e 0 A-161T (rs130058), ambos localizados na regido promotora do gene,
visto que estudos de funcionalidade in vitro sugerem que os dois polimorfismos afetam a
atividade transcricional do gene (Duan et al. 2003). Além destes, 0 G861C (rs6296)
também tem sido intensivamente investigado, embora nenhum efeito funcional direto
deste polimorfismo tenha sido descrito. No entanto, diversos estudos tém demonstrado
que os trés polimorfismos (rs11568817, rs130058 e rs6296) estdo em desequilibrio de
ligacdo e devem ser analisados em conjunto (Huang et al. 1999; Sanders et al. 2001,
Cigler et al. 2001; Kranzler et al. 2002; Duan et al. 2003). No que diz respeito ao TDAH
foram realizados varios estudos de associacdo envolvendo os polimorfismos do gene, em
especial 0 rs6296, para o qual hd uma associacéo significativa do alelo G em uma meta-
andlise recente (Gizer et al. 2009).

Recentemente, foram encontradas evidéncias de que um polimorfismo localizado
na regido 3’UTR do gene, o A1997G (rs13212041), poderia estar envolvido na
modulacdo da expressdo génica, sendo alvo de repressdo por silenciamento direto via
micro-RNA (Jensen et al. 2009). Verificou-se que individuos portadores do alelo A do
polimorfismo rs13212041 apresentam expressdo reduzida de HTR1B e maior propenséo
a comportamentos agressivos (Jensen et al. 2009; Conner et al. 2010). Ainda ndo houve
uma analise envolvendo esse polimorfismo e 0 TDAH, e a sua inclusdo em um estudo de
haplo6tipos poderia ajudar a compreender a variacao funcional dentro do gene.

Assim, é importante que se realizem mais estudos para ajudar a compreender o
funcionamento desses polimorfismos em relacdo ao seu papel na susceptibilidade ao
TDAH, em especial em individuos adultos. O objetivo principal do presente trabalho é
investigar as possiveis associac@es entre os polimorfismos mais importantes do gene
HTR1B (rs11568817, rs130058 e rs6296 e rs rs13212041) e a predisposi¢do genética ao
TDAH em adultos.



MATERIAIS E METODOS

Amostras

A amostra de casos foi composta por 514 adultos com TDAH, diagnosticados no
Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), de acordo com os critérios do Manual de
Diagnostico e Estatistica dos Transtornos Mentais da associacdo Norte-Americana de
Psiquiatria (DSM-1V) (APA, 1994). Os critérios de inclusdo foram: a) os individuos
devem ser descendentes de europeus; b) maiores de 18 anos e c) capazes de discernir se
querem participar do estudo. Foram critérios de exclusdo: a) quociente de Inteligéncia
(QI) abaixo de 70; b) presenca de doencas neuroldgicas e c¢) diagnostico de psicose ou
deméncia.

O grupo controle foi composto por 618 doadores de sangue do HCPA, pareados
guanto ao sexo, nivel socioecondmico e etnia. Os critérios de inclusdo e exclusdo foram
0s mesmos aplicados a amostra de casos. Os voluntarios foram avaliados quanto a
presenca de TDAH atraves da aplicacdo da Escala de Auto-avaliacdo para o Diagnostico
de TDAH em Adultos (ASRS-V1.1, Organizacdo Mundial da Saude).

Todos os individuos incluidos no estudo (pacientes e controles) assinaram um
termo de consentimento livre e esclarecido para a realizacdo dos estudos propostos. Os
protocolos foram aprovados pelos comités de ética do HCPA e da Universidade Federal
do Rio Grande do Sul (UFRGS).

Procedimentos Diagnosticos

Os procedimentos diagndsticos dos pacientes nesta amostra ja foram
extensivamente descritos (Grevet et al. 2005, 2006; Fisher et al. 2007; Karam et al.
2009). Resumidamente, os diagnosticos de TDAH e de outras comorbidades
psiquiatricas foram realizados através das seguintes entrevistas semi-estruturadas: 1) K-
SADS-E (Schedule for Affective Disorders and Schizophrenia for School-Age Children
- Epidemiologic Version), adaptada para adultos, para os diagnésticos de TDAH e do
Transtorno de Oposicdo Desafiante (TOD); 2) SCID-V (Structured Clinical Interview
for DSM-1V), para o diagndstico de comorbidades de Eixo-1 e 3) M.LN.lI (Mini
International Neuropsychiatric Interview), para os diagnésticos de Transtorno de
Conduta (TC) e Transtorno de Personalidade Antisocial (TPAS).



Os pacientes também foram avaliados quanto a gravidade dos sintomas de
TDAH e de TOD através da aplicacédo de escalas objetivas SNAP-IV (Swanson, Nolan,
and Pelham scale - version V). Os subtestes cubos e vocabulario da escala Wechsler
de Inteligéncia para adultos (WAIS-R- Wechsler Adult Intelligence Scale—Revised)
foram utilizados para a determinagdo do QI estimado.

Métodos laboratoriais

A extragdo de DNA de pacientes e controles foi realizada através de uma
adaptacdo do método de Lahiri e Nurnberger (1991). A amplificacdo dos polimorfismos
rs130058 e rs6296 foi realizada através da técnica da reacdo em cadeia da polimerase
(PCR), segundo as condi¢des descritas em Guimardes et al. (2010). Os polimorfismos
rs11568817 e rs13212041 foram genotipados atraves do sistema de discriminagédo
alélica Tagman SNP genotyping assays (Applied Biosystems), de acordo com o
protocolo sugerido pelo fabricante.

A avaliacdo do desequilibrio de ligacdo (DL) entre os polimorfismos
rs11568817, rs130058, rs6296 e rs13212041, em pacientes e controles, e a estimativa
dos haplétipos foram realizadas através do programa MLOCUS (Multiple Locus
Haplotype software) (Long et al. 1999).

Andlise estatistica

A comparacgdo das frequéncias alélicas, genotipicas e haplotipicas entre casos e
controles foi realizada através do teste do qui-quadrado. A andlise do efeito dos
polimorfismos em variaveis clinicas da amostra de pacientes foi realizada através do
teste do qui-quadrado, para varidveis qualitativas (presenca de comorbidades), e do teste
ANOVA, para variaveis quantitativas (gravidade dos sintomas e escores de QI
estimado). A correcdo para comparagOes multiplas foi realizada pelo método de

Bonferroni, sendo que a significancia foi estabelecida em p<0,006.

RESULTADOS

A amostra de casos foi composta por 51,2% de homens e 48,8% de mulheres,
com idade média de 33,8 anos. Na amostra controle, 49,3% eram homens e 50,7%
mulheres, com idade média de 29,1 anos.



As distribuicbes genotipicas dos quatro polimorfismos analisados (rs11568817,
rs130058, rs6296 e rs13212041), em casos e controles, encontram-se de acordo com o
esperado para o equilibrio de Hardy—Weinberg. Pacientes e controles ndo apresentaram
diferencas estatisticamente significadas nas freqliéncias genotipicas e alélicas em
nenhum dos polimorfismos. As frequéncias genotipicas e alélicas, em pacientes e
controles estdo descritas na Tabela 1.

A analise haplotipica revelou que os quatro polimorfismos encontram-se em DL,
em pacientes e controles. Os valores do DL obtidos em pacientes foram: rs11568817-
rs130058 D’=0,88, p<0,001; rs11568817-rs6296 D’=0,91, p<0,001; rs11568817-
rs13212041 D’=0,88, p<0,001; rs130058-rs6296 D’=0,95, p<0,001; rs130058-
rs13212041 D’=0,98, p<0,001; rs6296-rs13212041 D’=0,92, p<0,001. Na amostra
controle os valores foram bastante semelhantes. Os hapl6tipos estimados em pacientes e
controles estdo descritos na Tabela 2.

N&o foram observados efeitos significativos de nenhum dos polimorfismos ou
haplotipos nas varidveis clinicas dos pacientes com TDAH (presenca de comorbidades,

gravidade dos sintomas e escores de QI estimado).

DISCUSSAO

Nossos resultados sugerem que ndo ha uma associagdo direta entre 0s
polimorfismos e haplétipos do gene HTR1B com a susceptibilidade ao desenvolvimento
de TDAH em adultos. Da mesma forma, também ndo detectamos nenhum efeito do
HTR1B em variaveis clinicas dos pacientes, como a presenca de comorbidades e a
gravidade do transtorno.

Recentemente, um estudo feito pelo nosso grupo - analisando 0s mesmos
polimorfismos do HTR1B e tendo por base a mesma populacdo - encontrou uma
associacdo entre o gene e o alcoolismo. Foi verificado que dois haplotipos contendo o
par G/A para os polimorfismos rs11568817 e rs130058 apresentavam uma frequéncia
significativamente maior em pacientes (Contini et al. 2011). Sabe-se que 0 TDAH esta
relacionado com transtornos por uso de substancias (lacono et al. 2008; Young et al.
2009), sendo provavel gue alguns fatores genéticos de risco sejam compartilhados. No
entanto, como é possivel observar pelos resultados obtidos no presente estudo, tal
tendéncia ndo se mostrou evidente nas analises envolvendo o HTR1B e o TDAH.
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Os resultados mostrados nesse trabalho, tanto no que se refere as andlises
alélicas quanto as analises haplotipicas, ndo confirmam os achados encontrados para o
TDAH nos estudos anteriores (Hawi et al. 2002; Quist et al. 2003; Li et al. 2005;
Snoller et al. 2006). No entanto, estdo de acordo com o encontrado em outros dois
estudos: na analise feita por Ickowicz et al. (2007), envolvendo 6 polimorfismos do
HTR1B e utilizando uma amostra composta por 203 familias, os autores nao
encontraram qualquer associacao entre o gene e 0 TDAH, tanto no teste de desequilibrio
de transmissdo quanto na andlise de haplotipos; ja no estudo realizado por Ribases et al.
(2007), foram analisados 19 genes envolvidos na neurotransmissao serotoninérgica em
uma amostra de pacientes com TDAH, sendo analisados separadamente criancas e
adultos, onde 0 HTR1B novamente ndo se mostrou associado ao TDAH.

N&o se pode excluir a possibilidade de que a heterogeneidade clinica e etioldgica
do TDAH possa ter um papel nessas disparidades entre os resultados. O HTR1B, por
exemplo, j& se mostrou positivamente associado com o TDAH em uma meta-analise
(Gizer et al. 2009), sendo essa associacdo vista também em criangas da nossa populacéo
(Guimardaes et al. 2009); porém, estudos farmacoldgicos ndo demonstram associacdo
entre o gene e o tratamento com metilfenidato (um dos principais farmacos disponiveis
para o tratamento do TDAH), nem mesmo em criangas (Zeni et al. 2007). O transtorno
apresenta diferentes subtipos e doencas psiquiatricas associadas, além de uma grande
variabilidade na gravidade, na persisténcia dos sintomas ao longo da vida e nas taxas de
prevaléncia entre 0s sexos. 1sso sugere que o0 TDAH seja um fendtipo complexo, sobre o
qual devem atuar diferentes fatores genéticos e ambientais (Stergiakouli et al. 2010;
Wallis et al. 2010; Wilens et al. 2010; Purper-Ouakil et al. 2011).

Também podemos levar em consideracdo que as associacdes encontradas em
estudos com criangas talvez se devam a situagdes de externalizacdo mais evidentes.
Sabe-se que na infancia o TDAH é aproximadamente duas vezes mais comum em
meninos do que em meninas, assim como é sabido que os transtornos disruptivos do
comportamento sdo mais freqlientes no sexo masculino (Polanczyk e Jensen, 2008). A
presenga desses transtornos faz com que o TDAH se torne, de certa forma, mais
“evidente” em meninos, facilitando o diagndéstico. Ao contrario, as meninas com TDAH
apresentam predominio dos sintomas de desatencdo, causando menos incémodo as
familias e a escola e sendo, portanto, menos encaminhadas ao tratamento (Rohde e
Halpern, 2004; Biederman et al. 2004; Stergiakouli e Thapar, 2010). Ja na vida adulta,
acredita-se que as proprias mulheres com TDAH tendem a buscar tratamento, 0 que,
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consequentemente, acaba refletindo em uma distribui¢do mais balanceada entre os sexos
(Biederman et al. 2004). Dessa forma, é possivel que uma amostra de adultos acabe
englobando um maior nimero de individuos com um fenétipo mais leve do transtorno,
tendo os estudos feitos com criangas de certa maneira “concentrado” individuos com
fendtipos mais graves, o que reforcaria a possibilidade de uma associacao positiva. 1sso
poderia explicar o porqué das associagdes positivas com o gene encontradas em estudos
utilizando amostras de criangas com TDAH.

Concluindo, nosso estudo ndo mostra associacdes entre o gene HTR1B e o
TDAH em adultos. A interpretacdo desses resultados em conjunto com as evidéncias
disponiveis na literatura sugere que o papel dos polimorfismos e haplotipos estudados
possa ser mais relevante na predisposicao a fendtipos vinculados a externalizacdo no

sexo masculino, tal como o0 TDAH em criancgas ou o alcoolismo em adultos.
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Tabela 1. Frequéncias genotipicas e alélicas dos polimorfismos

do gene HTR1B em pacientes com TDAH e controles

Polimorfismo Pacientes Controles
rs11568817 N=493 N=618
Genotipos
TT 146 (29,6%) 173 (28,0%)
TG 252 (51,1%) 307 (49,7%)
GG 95 (19,3%) 138 (22,3%)
Alelos
T 44 (0,55) 653 (0,53)
G 442 (0,45) 583 (0,47)
rs130058 N=489 N=578
Genotipos
AA 225 (46,0%) 247 (42,7%)
AT 209 (42,7%) 277 (47,9%)
TT 55 (11,2%) 54 (9,3%)
Alelos
A 659 (0,67) 771 (0,67)
T 319 (0,33) 385 (0,33)
rs6296 N=497 N=611
Genotipos
GG 254 (51,1%) 328 (53,7%)
GC 200 (40,2%) 241 (39,4%)
CC 43 (8,7%) 42 (6,9%)
Alelos
G 708 (0,71) 897 (0,73)
C 286 (0,29) 325 (0,27)
rs13212041 N=514 N=612
Genotipos
AA 343 (66,7%) 402 (65,7%)
AG 151 (29,4%) 190 (31%)
GG 20 (3,9%) 20 (3,3%)
Alelos
A 837 (0,81) 994 (0,81)
G 191 (0,19) 230 (0,19)

rs11568817: Genotipicas y2=1,59, p=0,45; Alélicas x?=1,21, p=0,27
rs130058: Genotipicas y2=3,15, p=0,21; Alélicas ¢?=0,11, p=0,74
rs6296: Genotipicas x2=1,52, p=0,47; Alélicas x2=1,30, p=0,25
rs13212041: Genotipicas =0, 61, p=0,74; Alélicas x2=0,02, p=0,90
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Tabela 2. Frequéncias haplotipicas dos polimorfismos do gene HTR1

em pacientes com TDAH e controles

Polimorfismo TDAH  Controles
rs11568817 rs130058 rs6296 rs13212041 N=503 N=612
G T G A 0,3044 0,2846
T A C A 0,2696 0,2340
T A G G 0,1739 0,1667
G A G A 0,1294 0,1724
T A G A 0,0807 0,0831
T T G A 0,0198 0,0066
G A G G 0,0072 0,0051
G A C A 0,0068 0,0063
T T C A 0,0026 0,0219
G T C A 0,0012 0,0039
G A C G 0,0021 -
T A C G 0,0013 -
G T C G 0,0010 -
T T G G - 0,0154

Pacientes X controles: ¢2=10,33 p=0,04
(nivel de significancia estabelecido em p<0,006)
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