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1. INTRODUCAO

O Transtorno de Déficit de Atencdo e Hiperatividade (TDAH) é um distarbio
neurobiolégico, sendo o mais diagnosticado entre criancas (APA, 2000). O qual é
caracterizado por uma desordem comportamental, influenciada por complexas
interacdes entre fatores ambientais e genéticos (ROHDE e HALPERN, 2004). O TDAH
tem inicio na infancia, mas pode perdurar ao longo da vida. De 40% a 60% dos
portadores permanecem com o transtorno na vida adulta (MCGOUCH e BARKLEY,
2004). Em geral, pacientes com TDAH tém um aumento consideravel na prevaléncia
de diversas comorbidades (BIEDERMAN et al., 2004), entre elas a obesidade. Esta &
definida como excesso de armazenamento de energia em forma de gordura corporal,
de magnitude suficiente para produzir consequéncias adversas a saude (WHO, 2000).
Assim, é classificada como uma doenca crénica nao transmissivel (DCNT), sendo
caracterizada por distirbio neuroendocrino, de etiologia multifatorial, resultante de
interacGes entre o genoma e o ambiente, podendo ter inicio e desenvolvimento em
qualquer fase da vida (HERRERA; LINDGREN, 2010).

Nesse sentido, uma pesquisa foi recentemente (MARTINS-SILVA et al., 2019)
desenvolvida com o intuito de avaliar essas duas condi¢cdes, mas principalmente para
avaliar se o TDAH tem um efeito causal no IMC em criancas e adultos. Este estudo é
pioneiro na investigacdo da relacéo bidirecional entre o IMC e o TDAH. Os resultados
encontraram associacdes positivas e consistentes para efeito de causalidade reversa
de IMC no risco de TDAH (1C95%=0,98-0,449, p<0,001).

Haja vista que ha escassez de estudos genéticos que associam as duas
condicles, especialmente a linha de pesquisa deste trabalho objetiva analisar o papel
dos marcadores genéticos (Polimorfismos de nucleotideo simples, ou SNPs)
associados ao indice de massa corporal (IMC) na susceptibilidade genética do TDAH,
utilizando amostra de criancas e seus pais diagnosticados com TDAH, atendidos na
Divisdo de Psiquiatria da Crianca e do Adolescente do Hospital de Clinicas de Porto
Alegre (HCPA). Os objetivos especificos sdo, estimar a frequéncia alélica dos
polimorfismos associados ao IMC na amostra de TDAH, averiguar o equilibrio de
Hardy-Weinberg para os polimorfismos, e testar associacdo entre polimorfismos
relacionados ao IMC e TDAH.

2. METODOLOGIA

O estudo € observacional analitico e emprega um delineamento de analise de
associacdo genética baseada em familias, composta por 259 criancas e seus pais,
ambos os grupos diagnosticados com TDAH, recrutados na Divisdo de Psiquiatria da
Crianca e do Adolescente do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA). Como o
TDAH é um transtorno que afeta predominantemente o comportamento, o diagndéstico é
clinico comportamental. Sendo assim, apds amplas revisées, o Diagnostic and Statistical
Manual of Mental Disorder IV — DSM IV- continua sendo um dos principais e
determinantes sistemas de classificagdo para transtornos mentais, e principalmente,
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para o TDAH (AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 1994). Dessa forma, o TDAH
foi diagnosticado de acordo com os critérios do DSM-IV, em que o0 processo de
avaliacdo seguiu protocolo de trés estagios; primeiramente foi feita uma entrevista
semiestruturada (Cronograma de Transtornos Afetivos e Esquizofrenia para Criangas em
Idade Escolar, Versdo Epidemiolégica; K - SADS - E) (ORVASCHEL, 1985), o qual foi
modificado para avaliar os critérios do DSM-IV. Secundariamente, foi realizada uma
discussdo de cada diagnoéstico derivado do K-SADS-E por um comité clinico e por um
dos autores. Terceiramente, fizeram uma avaliacdo clinica do TDAH e comorbidades
usando os critérios do DSM-IV que foi designada a um psiquiatra infantil que ja havia
recebido os resultados do K-SADS- (SALATINO-OLIVEIRA et al., 2012). Em casos de
desacordo em relacdo ao diagndstico durante o processo de trés estagios, decidiu-se
que a prioridade seria dada aos diagnésticos derivados de entrevistas clinicas. O
resultado do diagnéstico mostrou que a maioria dos pacientes apresentou o tipo
combinado (65,3%), seguido pelo subtipo desatento (25,4%).

Para a genotipagem do genoma dos portadores, as amostras de sangue foram
coletadas das criancas e seus pais. O DNA foi extraido de linfocitos por procedimentos
padrdo (LAHIRI; NURNBERGER, 1991) e o DNA de todas as amostras foi quantificado
por espectrofotometria utilizando NanoDrop 1000 (Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, MA, EUA). O chip Infinium PsychArray-24 BeadChip, um microarranjo
desenvolvido para estudos focados em predisposicéo e risco psiquiatrico, foi usado para
obter o genotipo de criancas e pais em 593.260 marcadores. O controle de qualidade
basal e a imputacdo de demais polimorfismos foram feitos usando o Pipeline Consortium
Imputation Rapid (Ricopil) (disponivel em https://github.com/Nealelab/ricopili), que
abrange o controle de qualidade de individuos e de marcadores. Os filtros utilizados
antes da imputacao foram o equilibrio de Hardy - Weinberg (HWE) valor—p< 1 x 10 -
6 calculado a partir dos fundadores e exclusdo de variantes invariantes. Marcadores
adicionais foram imputados usando 1000 Genomes Project European phase 3, como um
painel de referéncia. Ap6s a imputacao, foram obtidos um total de 11.799.192 variantes.

Os polimorfismos de susceptibilidade ao IMC identificados em individuos de
ancestralidade europeia do consércio GIANT (LOCKE et al., 2015) foram incluidos neste
trabalho. A amostra do consércio € composta por 322,154 adultos de ascendéncia
Europeia. Para este trabalho, consideramos as 77 variantes genéticas independentes
(500 kilobases de intervalo e ndo em desequilibrio de ligagdo r2> 0,2) que atingiram
significancia gendmica (5x10 ~8) na andlise, incluindo homens e mulheres.

A andlise estatistica englobou regresséao logistica envolvendo delineamento casos-
pseudocontroles (259 casos e 259 controles). Assim, os pais dos probandos foram
convertidos em pseudo-controles, sendo definidos como os alelos ndo transmitidos para
a prole. Além disso, com o0 objetivo de reduzir o numero de associacbes com falsos
positivos, € importante realizar uma avaliacdo da qualidade dos dados e, a metodologia
utilizada para atribuir qualidade aos dados, consistiu em primeiramente realizar uma
avaliacdo da qualidade das amostras e, posteriormente, a remog¢do das amostras de
baixa qualidade (Taxa de missing).

A frequéncia alélica foi estimada por contagem direta entre os probandos com
TDAH, e o desvio de desequilibrio de ligacéo foi testado por teste de qui-quadrado no
mesmo grupo. A associacao entre SNPs e TDAH foi feita de forma individual. Para obter
as frequéncias alélicas foi realizada contagem direta dos alelos observados. Os valores
de P foram corrigidos pelo célculo de Bonferroni para diminuir a chance de falsos
positivos; a analise de correcdes multiplas foi considerando resultados significantes de
p<0.007 (valor de alfa 0.05 foi dividido pelo nimero dos 71 SNPs investigados)

Considerou-se o valor de P quando inferior a 0.05 como significativo. Para avaliar
os alelos de risco para um individuo foram calculados a razdo de Odds Ratio (OR),
valores de razdo de odds menor que 1 (OR<1) indicam associacao negativa, sendo
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efeito protecdo para o alelo, e valores maiores que 1 (OR>1) indicam associacéo
positiva para um alelo de risco, através de regressao logisticas e 0s seus respectivos
intervalos de confianca de 95%(IC95%). As analises foram conduzidas no programa
PLINK 2.0 (CHANG et al, 2015) construido para andlises de associa¢do genética.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O primeiro SNP encontrado foi o rs13078960, € uma das variantes do gene
CADM2. Ele codifica a molécula de adeséo celular 2, e é predominantemente expresso
no cérebro, e tém encontrado diversas associacfes a variacao do IMC. Anteriormente ja
havia sido relatado que ratos com deficiéncia de CADM2 exibiram atividade locomotora
aumentada, taxa de gasto de energia e temperatura corporal, identificando CADM2
como um potente regulador da homeostase de energia, assim sugerindo um papel
importante na homeostase da energética. Em suma, com os resultados de nossa
amostra pode-se concluir que os individuos que possuem o Alelo G, possuem um risco
de protecdo (OR=0.709, 1C95%=0.474 (0.985-0.511), p=0.040).

O segundo SNP que encontramos associac¢do foi 0 rs10968576, este € um intron
gue esta localizado proximo ao receptor neuronal 6C de repeticdo rico em leucina
(LINGO?2). As proteinas LINGO sao conhecidas por interagir com o receptor NOGO, que
estdo envolvidas na regulacdo de crescimento de inflamacfes no sistema nervoso
central. Assim, de acordo com a literatura, € com nossos achados, pode-se concluir que
com esse polimorfismo causa uma medida de protecdo para os portadores do Alelo G
(OR=0.742, IC95%-= 0.433 (0.990-0.556, p=0.042).

O terceiro SNP encontrado foi 0 rs3817334, um intron localizado préximo ao gene
CELF1, proteina de ligacdo ao RNA implicada na regulacdo de varios eventos pos-
transcricionais. Envolvido em splicing alternativo pré-mRNA, traducéo e estabilidade de
MRNA. Assim, a hip6tese é que mutacdes em locus que modulam padrées de
expressao génica, podem implicar desenvolvimento dos padrdes de conexdo neural, e
assim podendo se relacionar com ocorréncias de patologias relacionadas ao
neurodesenvolvimento, e uma pode ser o TDAH. Nossos resultados mostraram que 0s
individuos com Alelo T tinham medida de protecdo para essa mutacdo (OR= 0.752,
1C95%=0.377(0.964-0.587), p=0.024).

O quarto SNP encontrado associacao foi o rs1558902, um intron localizado perto
do gene FTO. Este € amplamente conhecido na literatura pela relacdo direta com a
obesidade, atuando como um regulador da massa gorda, adipogénese e homeostase
energética. Em nosso estudo, encontramos que 0s casos que portavam o Alelo A tinham
uma medida de protecdo para esse polimorfismo. E o ultimo SNP que foi encontrado
associacao foi 0 rs2287019, ele € um intron que estéa localizado préximo ao gene GIPR.
Este, é o receptor de um hormdnio ligado ao apetite (GIP) produzido pelo trato alimentar.
A sinalizagdo mediada por GIPR desempenha um papel importante na deposi¢ao de
excesso de gordura da dieta no tecido adiposo. Nossos dados mostraram que oS
individuos com TDAH que portavam o Alelo T para essa mutagdo tinham risco maior
para desenvolver complicagbes envolvidas na sinalizagdo do apetite, e deposito de
gordura corporal (OR=1.522, IC95%= 1.048 (2.134-1.086), p=0.01482).

Tabela 1. Resumo dos resultados encontrados na regresséao logistica para
associacao genética positiva entre TDAH e aumento de IMC
SNP CHR Al OR IC (95%) P (<0,05)
rs13078960 3 G 0.709 0.474 0.040
(0.985-0.511)

rs10968576 9 G 0.742 0.433 0.042
(0.990-0.556)
rs3817334 11 T 0.752 0.377 0.024
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(0.964-0.587)

rs1558902 16 A 0.762 0.394 0.037
(0.984-0.590)
rs2287019 19 T 1.522 1.048 0.01482

(2.134-1.086)

4. CONCLUSOES

Nossos achados apoiam descobertas prévias que implicam vias correlacionadas
com adipogénese, regulacdo da gordura corporal, regulacdo e transcricdo génica,
declinio cognitivo, inflamagédo cronica e aumento de IMC. Todos sdo fatores
importantes para a predisposicdo tanto do TDAH e quanto da obesidade. Entretanto,
apesar do grande avanco da ciéncia, ainda sdo necessarios mais estudos para uma
melhor compreensdo dos mecanismos moleculares adjacentes aos dois disturbios,
assim como para comprovar ou refutar os resultados deste estudo. Sendo assim,
ressalta-se a importancia de estimular novas pesquisas para aumentar o conhecimento
cientifico sobre as bases de associacéo poligénica entre TDAH e obesidade.
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