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Resumo

LUCAS, Rafaela Gongalves Ribeiro. Susceptibilidade genética
compartilhada entre o Transtorno de Déficit de Atencéao / Hiperatividade
(TDAH) e Obesidade. 2019. 87f. Trabalho de Conclusé&o de Curso - Faculdade
de Nutricdo, Curso de Nutricdo, Universidade Federal de Pelotas, 2019.

Em todo o mundo, cerca de 5% das criancas e adolescentes sdo diagnosticados
com o Transtorno de Déficit de Atencdo / Hiperatividade (TDAH), sendo
considerado um dos disturbios mentais mais comuns na infancia. Com etiologia
multifatorial complexa, o transtorno é profundamente influenciado pela interacéo
de fatores genéticos e ambientais. O TDAH apresenta uma alta herdabilidade,
devido ao seu forte contribuinte genético, também possui uma ampla
heterogeneidade, refletindo nas diversas apresentacdes clinicas do transtorno.
Em geral, pacientes com TDAH tem um aumento consideravel em multiplas
comorbidades, tanto no ambito mental incluindo psiquiatricas, e as ndo mentais.
Dentre as comorbidades ndo psiquiatricas, destaca-se a obesidade. A
metanalise mais recente sobre associacao entre TDAH e Obesidade, encontrou
que a prevaléncia combinada de obesidade é 70% maior entre adultos com
TDAH e 40% maior entre criancas com TDAH, quando comparados com
individuos sem o transtorno. Visto que, os fatores biolégicos subjacentes a
concomitancia de ambas condicdes, ainda ndo sdo compreendidos. O objetivo
principal deste estudo, foi avaliar o papel dos marcadores genéticos associados
ao indice de massa corporal (IMC) na susceptibilidade genética do TDAH, em
uma amostra de 259 criangas brasileiras e seus pais. Para tanto, foi realizado
um estudo observacional analitico, com o emprego de estudo de associacao
genética baseada em familias, utilizando o delineamento de casos-pseudo
controles. Os 77 polimorfismos de associados ao IMC identificados em
individuos de ancestralidade europeia do consoércio Genetic Investigation of
ANthropometric Traits - GIANT (LOCKE et al., 2015) foram incluidos neste
trabalho. A genotipagem foi feita com o microarranjo Infinium PsychArray-24
BeadChip. Para testar a associacdo, os marcadores ou polimorfismos de
nucleotideo Unico (SNPs) foram extraidos do banco de dados de genotipagem,
e foi realizada regressado logistica, com resultados apresentados através de
Odds Ratio (OR) e seus respectivos intervalos de confiangca de 95% (1C95%).
Para essas analises, foi utilizado o software PLINK 2.0. A correcao para multiplos
teses de Bonferroni foi empregada no estudo. Dos 77 marcadores identificados
no GIANT, 71 foram localizados em nosso banco de dados, com frequéncia
alélica do alelo menos frequente superior ou igual a 0,01 e sem desvio do
Equilibrio de Hardy-Weinberg. Nenhum polimorfismo atingiu significancia
estatistica apds correcdo para multiplos testes. Cinco marcadores associados
nominalmente ao TDAH. Nossos resultados mostraram efeito protetor para o
TDAH para os seguintes alelos: G do SNP rs13078960 no gene CADM2
(RO=0,70; 1C95%=0,51-0,99), G do SNP rs10968576 no gene LRRN6C
(RO=0,74; 1C95%=0,56-0,99), T do SNP rs3817334 no gene MTCH2 (RO=0,75;
1C95%=0,59-0,96) e A do SNP rs1558902 no gene FTO (RO=0,76; 1C95%=0,59-
0,84). Também, encontramos que o alelo T no SNP rs2287019 no gene GIPR
(RO=1,52; 1C95%=1,09-2,13) esta associado a um risco 52% maior para o
TDAH. Nossos resultados sugerem que seja possivel uma pequena contribuicéo
dos marcadores genéticos de susceptibilidade ao maior IMC na etiologia do



TDAH. Contudo, mais estudos sao necessarios, tanto para replicar em amostras
mais poderosas, como também para esclarecer melhor o envolvimento dos

polimorfismos analisados na regulagcdo desses processos na etiologia da
doenca.

Palavras-chave: TDAH. Susceptibilidade genética. IMC. Estudo de associacao.
Criangas.



Abstract

LUCAS, Rafaela Gongalves Ribeiro. Shared genetic susceptibility between
Attention Deficit Hyperactivity Disorder (ADHD) and Obesity. 2019. 87p.
Term Paper - College of Nutrition, Nutrition Course, Federal University of
Pelotas, 2019.

Around 5% of children and adolescents worldwide are diagnosed with Attention
Deficit Hyperactivity Disorder (ADHD), and are considered one of the most
common mental disorders in childhood. With a complex multifactorial etiology,
the disorder is profoundly influenced by the interaction of genetic and
environmental factors. ADHD has a high heritability due to its strong genetic
contributor, also has a wide heterogeneity, reflecting in the various clinical
presentations of the disorder. Overall, ADHD patients have a considerable
increase in multiple comorbidities, both mentally including psychiatric, and non-
mental. Among non-psychiatric comorbidities, obesity stands out. The most
recent meta-analysis on the association between ADHD and obesity found that
the combined prevalence of obesity is 70% higher among adults with ADHD and
40% higher among children with ADHD compared with individuals without the
disorder. Since the biological factors underlying the concomitance of both
conditions are not yet understood. The main objective of this study was to
evaluate the role of genetic markers associated with body mass index (BMI) in
ADHD genetic susceptibility in a sample of 259 Brazilian children and their
parents. For this, an analytical observational study was carried out, using a
family-based genetic association study, using a pseudo-control case design. The
77 BMI associated polymorphisms identified in individuals of European ancestry
from the Genetic Investigation of Anthropometric Traits - GIANT consortium
(LOCKE et al., 2015) were included in this study. Genotyping was done with the
Infinium PsychArray-24 BeadChip microarray. To test the association, single
nucleotide markers or polymorphisms (SNPs) were extracted from the
genotyping database, and logistic regression was performed, with results
presented through Odds Ratio (OR) and their respective 95% confidence
intervals (95% CI). For these analyzes, the PLINK 2.0 software was used.
Bonferroni's multiple thesis correction was employed in the study. Of the 77
markers identified in GIANT, 71 were located in our database, with less frequent
allele allele frequency greater than or equal to 0.01 and no deviation Hardy-
Weinberg Equilibrium. No polymorphism reached statistical significance after
correction for multiple tests. Five markers nominally associated with ADHD. Our
results showed a protective effect for ADHD for the following alleles: SNP
rs13078960 G in the CADM2 gene (OR = 0,70; 95%CIl = 0,51-0,99), SNP
rs10968576 G in the LRRN6C gene (OR = 0,74; 95%CI = 0,56-0,99), SNP T
rs3817334 in the MTCH2 gene (OR =0,75; 95%CI = 0,59-0,96) and A of the SNP
rs1558902 in the FTO gene (OR = 0,76; 95%CI = 0,59-0,84). Also, we found that
the T allele in SNP rs2287019 in the GIPR gene (OR =1,52; 95%CIl = 1,09-2,13)
is associated with a 52% higher risk for ADHD. We suggest that a small
contribution of genetic markers of susceptibility to higher BMI in the etiology of
ADHD is possible. However, further studies are needed, both to replicate in more
powerful samples and to better clarify the involvement of the polymorphisms
analyzed in the regulation of these processes in the etiology of the disease.

Keywords: ADHD. Genetic Susceptibility. BMI. Association study. Children.
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Resumo

O transtorno de Déficit de Atencdo / Hiperatividade (TDAH) é um transtorno
psiquiatrico, do neurodesenvolvimento, considerado um dos principais, € mais
frequentes dos transtornos cognitivo-comportamentais tratados em criangas. O
TDAH € uma condicdo de extrema complexidade que envolve a interacdo de
fatores ambientais e genéticos. O transtorno apresenta alta amplificacdo da
probabilidade de multiplas comorbidades, destacando-se a obesidade. Dado a
diversidade pode-se considerar que, assim como o TDAH, a obesidade é
distirbio amplamente heterogéneo que envolve um alto contribuinte genético.
Na literatura, € comumente visto que individuos com TDAH que apresentam IMC
significativamente maior e uma prevaléncia maior de obesidade em comparacéo
com individuos sem TDAH. Posto que, observa-se, de modo semelhante em
adultos, um aumento expressivo e progressivo na prevaléncia de excesso de
peso e obesidade em criancas e adolescentes em todas as faixas etarias. Os
estudos sobre a obesidade infantil, tem dado privilégio para dados de
complicagBes clinicas. No entanto, sabe-se que a obesidade infantil é
acompanhada por e que, em conjunto, o TDAH poderia ser um fator
predisponente para, possivelmente, contribuir no desenvolvimento da
obesidade. Taxas similares de comorbidades ao longo da vida mostram que
muitas destas se iniciam na infancia, gerando graves consequéncias para a
saude dos portadores de TDAH. Assim, 0 presente projeto objetiva avaliar o
papel dos marcadores genéticos associados ao IMC na susceptibilidade
genética do TDAH, utilizando uma amostra clinica de criancas diagnosticadas
com TDAH, e seus pais. Sera um estudo observacional analitico, com o emprego
de um estudo de associacdo genética baseada em familias. A amostra &
composta por 259 criancas diagnosticadas com TDAH, recrutadas no Programa
Ambulatorial de Déficit de Atencéo / Hiperatividade do Hospital de Clinicas de
Porto Alegre (HCPA). Para a genotipagem, as amostras de sangue foram
coletadas das criancas e de seus pais. O DNA foi extraido de linfocitos por
procedimentos padrédo, e quantificado por espectrofotometria utilizando
NanoDrop 1000. Conjuntamente, foi utilizado o chip Infinium PsychArray-24
BeadChip - um microarranjo desenvolvido para estudos focados em
predisposicao e risco psiquiatrico - para obter o gendétipo das criancas e seus
pais, resultando em 593.260 marcadores genéticos. Serdo incluidos neste
trabalho os polimorfismos de susceptibilidade ao IMC identificados em individuos
de ancestralidade europeia do consércio de Investigacdo Genética de Tracos
Antropométricos (GIANT — Genetic Investigation of Anthropometric Traits). A
frequéncia alélica sera estimada por contagem direta entre os casos com TDAH.
E o desvio do equilibrio de Hardy-Weinberg sera estimado por teste de qui-
guadrado no mesmo grupo. Por fim, as analises serdo conduzidas no programa
PLINK 2.0 construido especificamente para analises de associa¢cao genética.

Palavras-chave: TDAH. Obesidade. Transtorno de Déficit de Atencéo /
Hiperatividade. IMC. Sobrepeso. Criancas.



1. Introducgéo

O transtorno de Déficit de Atencao / Hiperatividade (TDAH) é um disturbio
neurobioldgico, com maior numero de diagndsticos e alta prevaléncia entre as
criangas (APA, 2013). Além disso, é considerado o mais frequente dos
transtornos emocionais, cognitivos e comportamentais tratados em jovens
(GOLDMAN et al., 1998). O TDAH € uma condicdo complexa influenciada pela
interacdo de fatores ambientais e genéticos (ROHDE & HALPERN, 2004).
Décadas de investigacao revelam um forte componente genético, mostrando que
0s genes desempenham um papel vital na etiologia do transtorno, sendo
considerado o mais hereditario entre os transtornos psiquiatricos, com uma
herdabilidade média aproximada de 76% (FARAONE et al., 2005).

O TDAH ocorre em cerca de 5% a 8% da populacéo infantil e de 4% a 5%
em adultos de todo o mundo (BARKLEY & BENTON, 2016). Assim como pode
ser encontrado em diversos paises, grupos étnicos, classes sociais e culturas.
Ainda que, os sintomas do TDAH se iniciem na infancia, até 60% dos portadores
convivem com o transtorno em todas as fases de sua vida (MCGOUCH &
BARKLEY, 2004). Junto a isso, € importante salientar, que grande parte dos
individuos com TDAH podem apresentar susceptibilidade a concomitancia de
outras comorbidades. Como por exemplo as psiquiatricas, possuindo 77% de
chance possuir outro disturbio psiquico (MURPHY & BARKLEY, 1996).

Além disso, h& estudos que sugerem hipoteses dos fatores que poderiam
ser preditores da persisténcia dos sintomas do transtorno. Como por exemplo,
citam-se: a intensidade (gravidade) da manifestacdo dos sintomas do TDAH
durante a infancia, a comorbidade com outros diagnésticos durante infancia e
adolescéncia, o histérico de TDAH na familia e as comorbidades psiquiatricas
(BIEDERMAN et al., 1996).

Ao longo dos anos, é possivel verificar, em diversos estudos, inUmeras
associacOes com casos de portadores do transtorno relacionadas ao aumento
da prevaléncia de multiplas comorbidades, sendo visto tanto em adultos como
em criancas (BIEDERMAN et al., 2004). Dessa forma, percebe-se que quando
nao ha o tratamento das comorbidades, agravam-se os sintomas do TDAH no

individuo portador. Taxas similares de comorbidades ao longo da vida mostram
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gue muitas destas se iniciam na infancia, causando graves consequéncias para
a saude dos portadores de TDAH (BIEDERMAN et al., 2004).

Uma das comorbidades ndo psiquiatricas, constantemente coexistente
com o TDAH, é a obesidade. Cortese e Vicenzi (2012) posteriormente
encontrado evidéncias de associacdo entre TDAH e obesidade. Pois, diversas
amostras clinicas indicam que os individuos com TDAH tém um IMC mais alto
do que a média, bem como uma prevaléncia maior de obesidade/sobrepeso, em
comparacgao com as pessoas sem TDAH. Semelhante a obesidade em adultos,
€ visto um aumento excessivo e progressivo na prevaléncia de excesso de peso
e obesidade em criancas e adolescentes de todas as faixas etarias.

Posteriormente, em uma pesquisa feita por Erhart e colaboradores (2012)
envolvendo 2.863 criancas e adolescentes alemaes de 11 a 17 anos, verificaram
que a prevaléncia de TDAH foi significativamente maior entre os individuos com
sobrepeso/obesidade (7%) em relacdo aos de peso normal. Além disso, a
analise mostrou que as criancas com sobrepeso/obesidade tiveram o dobro de
chance de ter diagndstico de TDAH (OR = 2,0), assim como as criangas com
TDAH apresentaram um risco elevado (OR = 1,9) de apresentar
sobrepeso/obesidade em relacdo as criancas com peso normal.

Em estudos sobre obesidade infantil, a literatura tem privilegiado as
complicagbes clinicas. Contudo, sabe-se que a obesidade infantil é
acompanhada por distlrbios psicolégicos e, que em conjunto, o0 transtorno
poderia ser, talvez, um fator predisponente para o desenvolvimento da
obesidade. Tendo em vista tal problematica, este projeto tem como objetivo
avaliar a existéncia de uma possivel associacao entre essas duas condi¢des de
grande relevancia no contexto atual: a Obesidade e o Transtorno de Déficit de
Atencéo e Hiperatividade, em uma amostra clinica de criancas brasileiras e seus

pais, através de um estudo de associacdo genética baseada em familias.
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2. Revisao de Literatura

Foram realizadas duas revisfes de literatura. A primeira refere-se a uma
revisdo ndo sistematica, com foco em explicar o TDAH e a obesidade, mais
precisamente 0s principais aspectos da defini¢cdo e etiologia, do diagnostico, da
neurobiologia e da genética. A segunda, contempla uma revisao sistematica da
literatura, com o intuito de evidenciar e esclarecer estudos genéticos de TDAH e
0 aumento do excesso de peso/sobrepeso e/ou obesidade em criangas e
adolescentes.

2.1 Aspectos relacionados arevisao ndo sistematica da literatura

A busca para os artigos desta revisao foi realizada a partir dos termos de
interesse para mostrar os pontos basicos mais importantes, tanto do TDAH como
da Obesidade de uma maneira ampla, utilizando a base de dados indexada
Pubmed.

2.1.1 Definicdo e Aspectos Epidemioldgicos do Transtorno de
Déficit de Atencao e Hiperatividade (TDAH)

O TDAH é um transtorno psiquiatrico, do neurodesenvolvimento, mais
comum na infancia (FARAONE & MICK, 2010), afetando 5% das criancas e
adolescentes e 2,5% dos adultos em todo o mundo (FARAONE et al., 2015). As
pesquisas sugerem que o aumento da taxa de diagnéstico e o tratamento estdo
crescendo no mundo. Mas, a constatacdo do decrescimento da prevaléncia de
TDAH ao longo do tempo, € apenas um reflexo do aumento das taxas de
diagnéstico verificadas nos ultimos anos, cujos resultados foram feitos através
de investimento em saude, ocasionando em futuros diagnésticos e posteriores
tratamentos. Por exemplo, nos Estados Unidos da América, duas pesquisas
telefénicas nacionais demonstraram que o percentual de criancas de 4 a 17 anos
com o diagnostico de TDAH aumentou 21,8% entre 2003 e 2007 (VISSER et al.,
2010). A estimativa de prevaléncia de TDAH em cada tipo de populacdo é
substancialmente oscilavel, em razdo de ndo ser possivel que todos o0s
pesquisadores do mundo tenham acesso a apenas um padrao metodoldgico. Em
razado disso, Polanczyk e colaboradores (2014) fizeram analises de meta-

regressdo para encontrar, mais precisamente, 0S possiveis vieses que

18



comprometam a variabilidade nos estudos de prevaléncia mundial de TDAH.
Constatou-se que os critérios diagnosticos, a fonte de informacao para relatar os
sintomas e a exigéncia de comprometimento para o diagndstico consistiram nos
procedimentos metodolégicos mais significativamente associados a
variabilidade das estimativas de prevaléncia de TDAH nas sociedades. Ou seja,
qguando os procedimentos de diagndstico sao padronizados, ndo ha evidéncias
gue comprovem de que a prevaléncia de TDAH tenha aumentado nas amostras
estudadas.

O transtorno recebeu varios nomes durante a sua existéncia, tais como:
lesdo cerebral minima, disfuncdo cerebral minima, transtorno hipercinético,
transtorno de atencdo e TDAH (RHODE & HALPERN, 2004). Este é
fundamentado por uma triade de sintomas persistentes, incluindo desatencao,
hiperatividade e impulsividade. Embora os sintomas do transtorno tenham se
mantido constantes nos portadores ao decorrer da historia, a denominacgéo e os
critérios de diagnostico do TDAH sofreram numerosas mudancas ao longo dos
anos. Apos sofrer cinco grandes revisdes até a atual, o Manual Diagnéstico e
Estatistico de transtornos Mentais V — DSM V - (APA, 2013) continua sendo o
principal sistema de classificacdo para transtornos mentais, bem como para o
TDAH.

2111 Diagnostico do TDAH

O diagnostico concentra-se no quadro clinico comportamental por nao
existir um marcador biologico definido para todos os casos de TDAH. Partindo
dessa classificacdo, sdo reconhecidos trés tipos clinicos do transtorno, conforme
a presenca de um minimo de cinco sintomas em uma ou ambas as areas:
predominantemente desatento, predominantemente hiperativo-impulsivo, e
combinado. Como também, é necessario que os sintomas tenham idade de inicio
até os doze anos de idade.

Atualmente é utilizado o Manual Diagnaostico e Estatistico de transtornos
Mentais V (DMS-V) proposto pela Associacdo Americana de Psiquiatria, em que

os pacientes com TDAH podem ser classificados conforme a Tabela 1.

Tabela 1. Critérios diagnosticos para Transtorno de Déficit de Atenc@o/Hiperatividade (DSM-V)
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A 1. Seis (ou mais) dos seguintes sintomas de desatencéo
(duragcdo minima de 6 meses):

a) Frequentemente deixa de prestar atengdo a detalhes ou comete erros por descuido em
atividades escolares, de trabalho ou outras;

b) Com frequéncia tem dificuldades para manter a atencdo em tarefas ou atividades
ladicas;

¢) Com frequéncia parece ndo escutar quando lhe dirigem a palavra;

d) Com frequéncia nédo segue instrugdes e nédo termina seus deveres escolares, tarefas
domésticas ou deveres profissionais;

e) Com frequéncia tem dificuldade para organizar tarefas e atividades;

f) Com frequéncia evita, antipatiza ou reluta em envolver-se em tarefas que exigem
esfor¢co mental constante;

g) Com frequéncia perde coisas necessarias para tarefas ou atividades;

h) E facilmente distraido por estimulos alheios a tarefa;

i) Com frequéncia apresenta esquecimento em atividades diarias.

2. Seis (ou mais) dos seguintes sintomas de hiperatividade
(durag8o minima de 6 meses):

a) Frequentemente agita as maos ou 0s pés ou se remexe na cadeira;

b) Frequentemente abandona sua cadeira em sala de aula ou em outras situagdes nas
quais se espera que permanega sentado;

C) Frequentemente corre ou escala em demasia em situacGes nas quais isto é
inapropriado;

d)Com frequéncia tem dificuldade para brincar ou se envolver silenciosamente em
atividades de lazer;

e) Esta frequentemente "a mil" ou muitas vezes age como se estivesse

"a todo vapor";
f) Frequentemente fala em demasia.
Impulsividade (duragdo minima de 6 meses)

g)Frequentemente da respostas precipitadas antes de as perguntas terem sido
completadas;

h)Com frequéncia tem dificuldade para aguardar sua vez;

i) Frequentemente interrompe ou se mete em assuntos de outros.

B| Alguns sintomas de hiperatividade — impulsividade ou desaten¢cdo que causam prejuizo
devem estar presentes antes dos 12 anos de idade.

C| Algum prejuizo causado pelos sintomas esta presente em dois ou mais contextos (escola,
trabalho e em casa, por exemplo).

D| Deve haver claras evidéncias de prejuizo clinicamente significativo no funcionamento social,
académico ou ocupacional.

E| Os sintomas ndo ocorrem exclusivamente durante o curso de um transtorno invasivo do
desenvolvimento, esquizofrenia ou outro transtorno psicético e ndo sdo melhor explicados por
outro transtorno mental.

Fonte: Association APA. Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders (DSM-5).
American Psychiatric Pub; 2013.
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2.1.1.2 Aspectos neurobioldgicos relacionados ao TDAH

Os mecanismos neurobiolégicos que participam do TDAH ndo séo
especificos a um Unico neurotransmissor, assim, 0s sintomas podem ocorrer por
disfuncbes em variados sistemas de neurotransmissdo. Devido a
hereditariedade do transtorno, os processos sdo extremamente complexos, e a
variacdo clinica dos portadores espelha a intensidade dos processos
neuroquimicos inibitérios e excitatorios que ocorrem para a etiologia dos
sintomas (ARNSTEN & LI, 2005).

Varias teorias ja foram elucidadas para tentar explicar possiveis causas
da fisiopatologia do transtorno, entretanto algumas se destacam, como a
disfuncéo da neurotransmissdo dopaminérgica na area frontal (pré-frontal, frontal
motora, giro cingulo); Regifes subcorticais (estriado, tAlamo médiodorsal) e a
regido limbica cerebral (Nucleo acubens, amigdala e hipocampo (Rubia et al.,
2001).

Especificamente, as insuficiéncias nos sistemas do cortex pré-frontal e
amigdala, resultam em sintomas de esquecimento, distratibilidade, impulsividade
e desorganizacdo (ARNSTEN & LI, 2005). O transtorno afeta, principalmente, os
dois sistemas atencionais. O anterior, que é predominantemente dopaminérgico,
envolve areas corticais frontais e suas conexdes mesocorticais, atuando na
mediagdo das funcgbes cognitivas como fluéncia verbal, vigilancia durante
funcdes executivas, manutencdo e concentracao da atencdo e priorizacdo de
comportamento, com bases em indicios sociais. O sistema atencional posterior
€ noradrenérgico e se relaciona com a atencdo seletiva, incluindo a regido
parietal (COELHO et al., 2010).

As vias dopaminérgicas mesocortical e nigroestriatal estariam implicadas
no TDAH, e a hipofuncdo nas areas corticais seria responsavel pelos déficits
cognitivos e das fungbes executivas (conjunto de funcdes responsaveis pelo
inicio e desenvolvimento de uma atividade com objetivo final determinado). Por
outro lado, a hiperfungcdo dopaminérgica no nucleo estriado resultaria nos
sintomas de hiperatividade e impulsividade (MADUREIRA et al., 2007).
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2.1.1.3 Aspectos genéticos relacionados ao TDAHO TDAH é um
transtorno clinico heterogéneo de etiologia multifatorial, sendo
resultado de interacdes entre fatores genéticos e ambientais. Além
disso, o TDAH possui uma das mais altas taxas de herdabilidade
entre os transtornos psiquiatricos, atingindo uma média de 76%
(FARAONE et al., 2005), impulsionando, assim, a busca por genes
relacionados ao transtorno. Os primeiros achados positivos foram
para estudos com genes candidatos na via monoaminérgica,por
exemplo, o gene DATL1 (Transportador de Dopamina 1), DRD4 e
DRD5 (Receptores de Dopamina do tipo D4 e D5), 5HTT
(Transportador de Serotonina), HTR1B (Receptor de Serotonina
1B) e SNAP25 (Proteina associada a sinaptossoma 25) (GIZER;
FICKS; WALDMAN, 2009).

Posteriormente, outros sistemas de neurotransmissdo monoaminérgicos
foram também implicados no TDAH, como o noradrenérgico e o serotoninérgico
(ROMAN; ROHDE; HUTZ, 2002). Ainda que os estudos sobre as teorias
dopaminérgicas tenham prevalecido no inicio das pesquisas, a contribuicdo de
mecanismos noradrenérgicos também demonstram sua relevancia na
fisiopatologia do TDAH. Os circuitos fronto-subcorticais, possivelmente, estdo
envolvidos no transtorno, pois sdo tao ricos em dopamina quanto em
noradrenalina (FARAONE; MICK, 2010).

No entanto, ainda sdo poucos estudos na literatura que analisam a via
noradrenérgica na etiologia do TDAH, e estes se concentraram, principalmente,
no gene que codifica a enzima dopamina-beta-hidroxilase (DBH), mais
especificamente, como objeto de investigagdo um sitio de restricdo Tagq|l
localizado no intron 5 do gene (WU; MUHLEMAN; COMINGS, 1997).

Estudos de associagdo gendmica ampla (GWAS) tém sido conduzidos na
investigagéo de variantes associada a determinadas doencgas. Essas analises
encontraram que um ter¢co da hereditariedade do TDAH decorre dos efeitos
poligénicos de mudltiplas variantes comuns, cada uma com efeitos muito
pequenos (FARAONE & LARSSON, 2019). Visto que grupos de pesquisa
individuais dificilmente alcancariam tal escala de tamanho amostral, € comum
que diferentes centros de pesquisa, muitas vezes espalhados pelo mundo,

unam-se em consorcios. Um exemplo disto, € o resultado do estudo realizado
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pelo GWAS mais recente e com maior numero amostral (na metanalise do
GWAS com 12 estudos) que se conhece na literatura (N= 20.183 casos e N=
35.191 controles) para TDAH.

Doze loci alcangaram significdncia no genoma. Entre estes, no loco do
cromossomo 7, o FOXP2 (Fator de Transcricdo Forquilha) € um dos grandes
achados. Tendo em vista que estudos com camundongos knockout mostraram
gue o gene FOXP2 estava associado nas regulacées da dopamina, cujas regides
cerebrais, estdo diretamente associadas ao TDAH (DEMONTIS et al., 2019).
Além disso, ele tem fungéo de codificar um fator de transcricdo que € conhecido
por desempenhar papel importante na sinapse de mecanismos de formacéo e
neurais que mediam o desenvolvimento da fala e aprendizagem.

Ja no lécus do cromossomo 12, o DUSP6 (Fosfatase de Especificidade
Dupla) codifica uma fosfatase especifica, que pode alterar a regulacdo da
homeostase dos neurotransmissores por afetar os niveis de dopamina nas
sinapses. Nesse sentido, outro gene relevante foi o LINC00461 (RNA de
codificacd@o intergénico ndo proteico longo 461). Ele é expresso no cérebro e
inclui variantes associadas ao sucesso educacional. Aléem disso, este estudo
também concluiu que variantes genéticas comuns (MAF> 0,01) correspondiam
a 22% da herdabilidade do transtorno, assim como foi demonstrado a substancial
sobreposicdo genética entre o TDAH e outros distarbios cerebrais e
comportamentais/cognitivos (DEMONTIS et al., 2019).

2.1.2 Definicdo e Aspectos Epidemiolégicos da Obesidade

A obesidade é caracterizada por um disturbio neuroenddcrino que envolve
diversas interacdes entre componentes genéticos e influéncias ambientais,
levando ao excesso de armazenamento de energia na forma de gordura corporal
de magnitude suficiente para produzir consequéncias adversas a saude,
podendo ter inicio em qualquer fase da vida (HERRERA & LINDGREN, 2010).

Nas ultimas trés décadas, a prevaléncia da obesidade atingiu proporcdes
epidémicas. Uma pesquisa estudou as mudancas referentes a obesidade em
todo o mundo entre 1975 e 2016.

As taxas de obesidade em criancas e adolescentes em todo o mundo

aumentaram de menos de 1% em 1975 para quase 6% em meninas e quase 8%
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em meninos em 2016. Combinado, o numero de obesos com idade entre cinco
e 19 anos cresceu mais de dez vezes, de 11 milh6es em 1975 para 124 milhdes
em 2016 (ABARCA-GOMEZ et al, 2017). E, no Brasil de acordo com a Pesquisa
de Vigilancia de Fatores de Risco e Protecdo para Doencas crbnicas por
Inquérito Telefénico (Vigitel) de 2017 realizada pelo Ministério da Saude, o
levantamento apresentou que quase 1 em cada 5 sdo obesos e que mais da
metade da populacéo das capitais brasileiras esta com excesso de peso. Em dez
anos, houve o crescimento de 110% no nimero de pessoas de 18 a 24 anos que
sofrem com obesidade, quase o dobro do aumento em todas as faixas etarias
(60%). Quando falamos em excesso de peso, o crescimento foi de 56%. Assim
como a obesidade, o excesso de peso também cresceu entre as faixas etarias
da populacao brasileira. O dado geral mostra que 54% da populacéo brasileira
sofre com excesso de peso (BRASIL, 2017).

2.1.2.1 Diagnostico de Obesidade

O indice de massa corporal (IMC) estipulado pela Organizacdo Mundial de
Saude (OMS) é uma medida indireta, correlacionada com a quantidade de
gordura corporal na maior parte dos individuos (WHO, 1998). O calculo do IMC
€ uma medida muito Gtil, rApida, barata e valida para a maior parte da populacéo,
sendo, por essa razéo, utilizada corriqueiramente em estudos epidemiolégicos.
O diagnéstico da obesidade é realizado a partir deste parametro, que € calculado
pelo peso em kg dividido pela altura em metros quadrados. A OMS caracteriza
adultos como obesos, quando o IMC encontra-se num valor igual ou superior a
30 kg/m2. Na tabela 2 é possivel verificar as classificagbes dos valores de

referencia para adultos.

Tabela 2. Classificagdo do peso a partir do IMC, segundo a OMS.

IMC Classificacdo
Abaixo de 17 Muito abaixo do peso
Abaixo de 18,5 Abaixo do peso
Entre 18,6 € 24,9 Eutrofia
Entre 25,0 e 29,9 Sobrepeso

Entre 30,0 e 34,9 Obesidade Grau |
Entre 35,0 e 39,9 Obesidade Grau Il
Acima de 40 Obesidade Grau Il
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J& para as criancas e adolescentes, existem duas formas de classificar,

de acordo com idade e sexo biologico.

Tabela 3. Percentis correspondentes para as categorias de peso IMC / ldade, para
criancas de 0 a 5 anos incompletos, segundo a OMS.

IMC/ Idade Categoria de Peso
< Percentil 3 Magreza
2 Percentil 3 e < Percentil 85 Eutrofia
= Percentil 85 e < Percentil 97 Sobrepeso
= Percentil 97 Obesidade
2.1.2.2 Aspectos neurobiolégicos relacionados a Obesidade

O balanco energético ou ingestdo alimentar e o gasto energético sédo
regulados pela regido hipotalamica do cérebro, que compreende uma integracéo
de diversos sinais periféricos e a sua coordenacdo central no cérebro. O
hipotalamo funciona como um regulador central nesse sistema. Ele recebe as
informacdes a respeito do balangco energético através de sinais neuronais e
hormonais que partem de diferentes regi6es (nucleos) dentro do proprio
hipotadlamo, mais especificamente nucleos ventro-medial, paraventricular e
arqueado e da &rea hipotalamica lateral (XU et al., 2003).

O ndcleo arqueado tem um papel fundamental nesse sistema, pois ele
contém dois grupos de neurénios: um grupo produz proteina relacionada a agouti
(AGRP) e neuropeptideo Y (NPY) e outro grupo produz proopiomelacortina
(POMC) e o transcrito relacionado a cocaina e anfetamina (CART). Da mesma
forma, os sinais endocrinos periféricos podem participar da regulacdo desse
sistema a longo prazo e a curto prazo (XU et al., 2003).

Em sintese, para ocorrer o desfecho obeso é necessario que o individuo
faca uma ingestdo exorbitante de alimentos constantemente, ou seja, ter um
balanco energético positivo, em que o0 organismo armazena mais calorias em
forma de tecido adiposo do que gasta. Todavia, ha diversos fatores que podem
influenciar e/ou impulsionar esse processo.

O controle da necessidade da ingestao alimentar é diretamente afetado
por determinados neurotransmissores, que propagam sinal de varias moléculas
(leptina, insulina, grelina) de modo a controlar o apetite e a saciedade. Os
neurénios POMC, situados no nucleo arqueado, sao ativados pela leptina e pela

insulina e produzem o hormonio estimulante de a-melandcito (a-MSH). Este, por
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sua vez, ativa o receptor melanocortina 4 (MC4R), situado no nucleo
paraventricular, resultando em um sinal de saciedade. Um grupo diferente de
neurdénios, que expressa NPY e AGRP, produz moléculas que atuam como
potentes inibidores da via de sinalizacdo MC4R. Véarias mutacdes em genes
envolvidos na via LEP / MC4R sdo responsaveis por obesidade grave e precoce.
Outros sinais que regulam a saciedade e a homeostasia energética sao entao
propagados pela via POMC, pelo CART e MC4R. Enquanto os neurénios POMC
| CART sintetizam um peptideos anorexigenos, a-MSH expressam o NPY e a
AGRP que atuam como um potente inibidor dos receptores melanocortina 3
(MC3R) e do MC4R (RODRIGUES et al., 2003).

A insulina faz parte da regulacdo enddcrina a longo prazo, exerce um
papel fundamental no sistema nervoso central, sinaliza a disponibilidade de
gordura corporal armazenada no organismo, estabelece conexdes com o nucleo
arqueado, podendo ser ativada pela estimulacdo de neurénios POMC/CART e
inibida pelos de neurénios NPY/AGRP (AIR et al., 2002).

A leptina também € um hormonio de suma importancia para a regulacéo
enddcrina a longo prazo, pois € produzida nos adipécitos e circula em propor¢ao
ao conteudo de gordura corporal, atravessa a barreira sangue-encéfalo e
interage com 0s receptores presentes nos neurdnios que influenciam no balanco
energético (SHWARTZ et al., 1996).

Em suma, é visto que a ingestao alimentar é claramente controlada por
uma via neuronal de extrema complexidade. Esses mecanismos estdo
diretamente associados ao desenvolvimento da obesidade poligénica, pois estédo
na raiz da etiologia de uma das possibilidades que desencadearia a falta de
saciedade e o controle inibitério, fazendo com que o individuo tenha dificuldade
em ter controle de seus atos, fazendo-o comer exacerbadamente (DAMIANI &
DAMIANI, 2011).

2.1.2.3 Aspectos genéticos relacionados a Obesidade

Pode-se classificar a obesidade em trés tipos segundo sua etiologia: a
Obesidade Monogénica, que ocorre por mutacées em genes que codificam
proteinas com provaveis fungdes na regulacdo de apetite, no balango energético
e nos mecanismos de regulacdo do peso corporal (KOUTSA et al.,, 2009).
Mutacdes nos genes LEP, LEPR, POMC, MC4R, afetam a regulacao do apetite
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resultando em um grave fenotipo obeso, devido a hiperfagia, dessa maneira,
evidenciando o quao relevante sdo esses genes para o metabolismo corporal
(BARNESS et al., 2007).

O segundo, se refere a Obesidade Sindrémica. Ha entre 20 e 30 doencas
herdadas de forma Mendeliana, e outras sindromes e altera¢cdes cromossémicas
registradas na literatura, mas ainda os mecanismos ndo sao totalmente
conhecidos. As hipoteses sdo de que envolve defeitos estruturais e/ou funcionais
do hipotdlamo, alterando a liberacdo da insulina e resultando em um
comportamento alimentar desenfreado, consequentemente, gerando individuos
clinicamente obesos (ANGELI, 2008; BARNESS et al., 2007).

A expressao fenotipica é homogénea em todos o0s subgrupos de
obesidade, ou seja, por mais que todos os casos de obesidade resultem em um
desfecho obeso, a principal diferenca entre os individuos se da pela heranca
genética e pelos mecanismos moleculares de cada caso.

E terceira, a obesidade poligénica ou multifatorial, envolve a combinacao
de diferentes genes e interagdo com o ambiente (BOUTIN & FOGUEL, 2001).
Neste estudo, sera utilizada a denominac¢éo obesidade, quando se pretende falar
sobre a obesidade poligénica.

Para ocorrer o desfecho obeso, é necessario que existam complicacdes
no metabolismo, afetando, consequentemente, o balanco energético. Este, é
modulado por diversos genes, que se inter-relacionam de forma complexa, ao
passo que interagem com fatores ambientais (escolhas alimentares, atividade
fisica e exposicdo ao tabagismo, por exemplo), o que torna muito dificil a
individualizagcdo destes genes (BOUTIN & FROGUEL, 2001). Pois, sé&o
considerados genes de susceptibilidade, agindo em conjunto para influenciar a
expressdo do fendtipo da obesidade, em ambientes permissivos. A hipotese
mais estudada para a obesidade poligénica é a de que multiplos alelos comuns
interagem entre si e cada variante de cada gene tem um pequeno efeito no corpo
do individuo (REICH & LANDER, 2001). A partir de estudos com gémeos foi
possivel estimar o componente genético da massa adiposa. Dado que, gémeos
monozigoticos (MZ) sdo geneticamente idénticos, enquanto gémeos dizigoticos
nao idénticos (DZ) compartilham apenas 50% de seu material genético. A massa

adiposa entre os gémeos MZ foi relatada entre 70 e 90%, enquanto nos gémeos
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DZ estd entre 35 e 45%, demonstrando a associagdo significativa do fator
genético associados a individuos de genoma idéntico.

Diversos estudos nos ultimos 15 anos apontam uma associacao positiva
das variantes comuns, com grande numero de genes candidatos a fenétipos de
obesidade. Porém, os efeitos dessas variantes explicam apenas uma pequena
parcela da variacdo no peso e IMC. Isso indica que a susceptibilidade a
obesidade em humanos pode ser resultado dos efeitos aditivos das variantes
genéticas comuns, associadas a heranca da obesidade por se tratar de uma
desordem poligénica variavel (HINNEY; VOGEL; HEBEBRAND, 2010).

Os bancos de dados de DNA e de dados clinicos que agrupam os
resultados desses estudos genéticos listam um numero enorme de genes e
regides cromossémicas relacionados a obesidade. Um exemplo desse banco de
dados é o Obesity Gene Map Database. Em sua Ultima atualizac&@o publicada em
2006, foi analisado um total de 416 estudos, sendo encontradas associacoes
positivas com 127 genes candidatos. Destes, 22 genes mostraram concordancia
em associacfes de fend6tipos obesos em pelo menos cinco estudos. Entre estes
estdo, PPARG (Receptor ativado por peroxissomas), ADRB3 (Receptor
Adrenérgico B3), ADRB2 (Receptor Adrenérgico [(2), UCP3 (Proteina
Desacoplante 3), ADIPOQ (Receptor de Adiponectina), LEP (Leptina), UCP1
(Proteina Desacoplante 1), UCP2 (Proteina Desacoplante 2), HTR2C (Receptor
de Serotonina 2), e NR3C1 (Receptor de Glicocorticoides) (RANKINEN et al.,
2006).

Aliado as investigacfes, existe um grande consorcio que busca identificar
loci que estéo associados ao desenvolvimento da obesidade. Um exemplo deles
€ o Consorcio de Investigacao Genética de Tracos Antropométricos (GIANT —
Genetic Investigation of ANthropometric Traits), o qual incluiu informacéo de
322.154 individuos descendentes de europeus e 17.072 individuos de
descendentes nao europeus, a partir de estudos GWAS e Metabochip. O estudo
descobriu no total 97 lI6cus associados ao IMC e peso corporal, sendo 77 l6cus
significativamente associados, o0s quais foram responsaveis por 2,7% da
variancia fenotipica do IMC nos individuos (LOCKE et al., 2015). Os genes foram
classificados em uma ou mais categorias biolégicas, contendo uma média de 25
categorias. A maior categoria compreendia genes envolvidos em processos

neuronais, incluindo genes da obesidade monogénica envolvidos na funcao
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hipotalamica e homeostase energética e envolvidos na transmissdo e
desenvolvimento neuronal (LOCKE et al., 2015).

Ainda mais, em outra pesquisa, os locus foram testados para obesidade
em criancas e adolescentes, dos 32 I6cus relatados na metanalise GIANT
(LOCKE et al., 2015) de IMC adulto, em um conjunto de dados pediatrico da
Coorte infantil de IMC da Filadélfia, consistindo de 1.097 casos de obesidade
infantil (definidos como IMC =95 percentil), juntamente com 2.760 controles
(definidos como IMC<percentil 50), com idade entre 2 e 18 anos encontraram
associacdo com nove destes SNPs. Mas, principalmente, em trés especificos
relacionados a obesidade: FTO (“Fat Mass and Obesity gene”), MC4R, BDNF
(Fator Neurotrofico Derivado do Cérebro). Nesse caso, tendo em vista estas
duas investigacOes, € possivel que muitas dessas variantes, que conferem a
predisposicdo a obesidade poligénica em adultos, também possam estar
associadas & obesidade infanto-juvenil (ZHAO et al., 2011).

2.1.3 Mecanismos Biolégicos comuns entre o TDAH e a obesidade

Na literatura, é possivel encontrar varios estudos associando portadores
de TDAH a constantes problemas no ciclo circadiano. Artigos tém demonstrado
que criangas privadas de sono sdo mais propensas a desenvolver obesidade
(HART & JELALIAN, 2008), o que faz com que elas se tornem mais susceptiveis
a todo o tipo de morbidade associada com o sobrepeso. Também podem
apresentar altos niveis sanguineos de cortisol (HATZINGER et al., 2008), que é
uma substancia diretamente relacionada ao estresse. Ainda, encontraram
indicios de mais inseguranca emocional (EL-SHEIKH et. al., 2007), fadiga e
depressao nas criancas que apresentavam distlrbios no sono (OGINSKA &
POKORSKI, 2006). Tendo em mente que o sono desempenha um papel
fundamental em diversos processos cognitivos, se hdo estamos concentrados,
a memorizacdo das informacbes € prejudicada e, por conseguinte, o
aprendizado também é comprometido (DEMENT, 1960).

A hipdtese é fundamentada na correlacdo com a obesidade, sugere-se
que a interrupcao do sono em individuos obesos poderia resultar em sintomas
de TDAH (CORTESE & VICENZI, 2012). O efeito da obesidade, em especial
devido ao excesso de gordura na regido do pescogo, provocaria apneia
(interrupcdes da respiragdo durante o sono), assim afetando fases cruciais do

sono gque sao responsaveis pela consolidacdo da memoaria e pelos processos
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reparadores do organismo. Consequentemente, provocaria a manifestacao de
sonoléncia diurna excessiva, podendo ocasionar sintomas de TDAH, como
desatencdo, e / ou também aumentar a tendéncia a comportamentos
sedentarios, como dormir durante o dia. llustrando essa sugestdo, Cortese e
colaboradores (2008) avaliaram 70 criancas e adolescentes obesos de 10 a 16
anos, e identificaram que em sua amostra, a presenca de sonoléncia excessiva
diurna foi significativamente associada com sintomas de TDAH (Cortese et al.,
2008).

Alguns autores defendem que a ingestao alimentar compulsiva pode ser
uma estratégia para lidar com a emocionalidade negativa, na medida em que
seria uma forma de focar a atencdo em sensacdes imediatas e assim tirar a
atencao do proprio sujeito dos sentimentos negativos que esta experienciando.
Sabe-se que o ato de comer esté associado a sensacdes de bem-estar e prazer
(TROOP, 1998). Esse fato se encontra de acordo com a Teoria da Restricdo
Alimentar, um modelo psicologico que explica os problemas alimentares apos
tentativas de dietas restritivas. A hipétese é que a restricdo alimentar é
frequentemente alternada com a compulséo alimentar, levando ao aumento de
peso (STICE et al., 2005). E visto que o controle cognitivo da alimentac&o falha
muitas vezes, quando ha angustia ou cansaco, o que aumenta o risco de comer
em excesso. Nao s6, como também as falhas repetitivas nas tentativas de
restricdo alimentar podem causar uma enorme angustia, 0 que, por sua vez,
favorece ainda mais uma alimentacéo ligada as emocdes. A teoria da vinculacao
(Affect Regulation Theory, ART) define estas observacdes como alimentacdo
emocional. Segundo este modelo, comer sem ter fome é considerado um esforgo
para regular as emocdes negativas, porque a comida proporciona conforto a
nivel psicoldgico e reduz a estimulacao a nivel biolégico, assim tira a atencao do
préprio sujeito aos sentimentos negativos (MATCH et al.,2005; MATCH,;
SIMONS, 2000).

A deficiéencia no controle inibitério, tipica de pacientes portadores de
TDAH, poderia levar a falta de planejamento, dificuldade de monitorizar o proprio
comportamento e de manter um plano alimentar, promovendo um consumo
alimentar exacerbado, mesmo que o individuo ndo esteja com fome. Ha
hipoteses de que os individuos com TDAH tenham uma maior dificuldade em

lidar com determinadas emocdes e estdo frequentemente expostos a situacdes
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de frustracOes. Logo, comer em excesso seria um mecanismo de fuga
momentaneo para lidar com a perturbacdo mental (PAGOTO et al., 2009; DAVIS
et al.,, 2006). Assim, torna-se possivel que os sintomas de TDAH causem
dificuldades em aderir a um padrao alimentar regular e, assim, favorecam
comportamentos alimentares anormais.

Nessa perspectiva, pesquisas avaliaram conjuntamente as prevaléncias
de TDAH e obesidade através de amostras amplas com estudos populacionais
e apresentaram resultados fortemente significativos. Atualmente, na metanalise
conduzida por Cortese e colaboradores (2016) no qual agrupou 42 estudos,
incluindo um total de 48.161 individuos com TDAH e 679.997 sujeitos de
comparacao. Encontrou que o transtorno foi significativamente relacionado ao
excesso de peso, além do mais, foi encontrado associacdes significativas entre
obesidade e o TDAH. As estimativas mostraram que a prevaléncia combinada
de obesidade foi aumentada em cerca de 70% em adultos e 40% em criancas
com TDAH comparado com aqueles sem o transtorno. A figura abaixo (Figura 1)
mostra uma imagem com 0s mecanismos bioldégicos comuns entre o TDAH e a

obesidade

Genetica
Impulsividade
Padrdes alimentares anormais
OBESIDADE||nstabilidade no controle emocional
Oscilagéo no ritmo circadiano
Estilo de vida Sedentario

Compulsédo Alimentar

Figura 1 — A figura acima representa um Diagrama de Venn para ilustrar os fatores
compartilhados entre o TDAH e a obesidade, baseados nos artigos encontrados na revisdo de
literatura ndo sistemética.
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2.2 Aspectos relacionados a revisdo sistematica da literatura

A revisdo sistematica da literatura foi realizada com o propdsito de
identificar variantes genéticas que inter-relacionam obesidade e TDAH. Foi
utilizada a base de dados indexada Pubmed. A busca foi conduzida a partir dos
termos de interesse do projeto, ndo havendo restricdo por desenho de estudo,
data de publicacao ou idioma e com a seguinte combinacgao de palavras-chave:
(attention Deficit Disorders with Hyperactivity OR ADHD OR Hyperactivity OR
attention-Deficit/hyperactivity disorder) AND (overweight OR obesity OR body
composition OR BMI OR body mass index OR Anthropometry OR Body weights
and measures) AND children OR childhood).

Ao total, 982 artigos foram considerados. Em seguida, apds a leitura de
todos os titulos, 29 artigos foram selecionados para a selecéo por resumo. Apés
a leitura do resumo, 19 artigos foram pré-selecionados para a leitura na integra.

Por fim, 7 artigos incluiram os requisitos necessarios para o objetivo do projeto.

Tabela 4. Estratégia de busca na base de dados PubMed para associacdo entre TDAH e
obesidade.

Numero de
artigos

Localizados Selecionados Selecionados Selecionados
Termos para leitura para leitura para reviséo
dos resumos na integra sistematica

1. Attention Deficit 53952 - - -
Disorders with
Hyperactivity OR ADHD OR
Hyperactivity OR atten
tion-
Deficit/hyperactivity disorder
2. (1) AND (Overweight 2096 - - -
OR Obesity OR body
composition OR BMI OR Body
mass index OR
Anthropometry OR Body
weights and measures)

3. (1) AND (2) 987 29 19 7
(Children) OR childhood)
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2.2.1 Estudos de Associacéo

Ultimamente, a identificacdo dos genes suscetiveis passou a ser feita
através de GWAS, que mostram localiza¢cdes genémicas mais acuradas para
genes ligados a obesidade e / ou TDAH e levam a confirmac¢do, ou ndo, da
implicacdo de variantes sugeridas pela primeira geracdo de abordagem. Os
escaneamentos de associacdo genOmica ampla baseados em familias
examinam se marcadores genéticos, localizados em diferentes loci do genoma,
se inter-relacionam com uma doeng¢a ou um traco entre geracoes.

Os GWAS necessitam de um grande numero de individuos, de forma a
obter resultados estatisticamente significativos, visto que grupos de pesquisa
individuais dificilmente alcancariam uma escala consideravel de tamanho
amostral. E comum que diferentes centros, muitas vezes espalhados pelo
mundo, unam-se em consorcios na tentativa de contornar tal dificuldade.

Dessa forma, € possivel analisar o genoma inteiro em busca de
associacfes em diversos tracos, e assim emergiram variadas hipéteses. Entre
elas, a de que os alelos de risco para obesidade poderiam se sobrepor aqueles
relevantes para o TDAH. Assim, uma pesquisa publicada por Albayrak e cols
(2013) avaliou se alelos de risco para um aumento do IMC estdo associados com
TDAH. Selecionaram 32 SNPs associados ao risco de obesidade, e foi proposto
de um estudo de associacdo GWAS com base em 495 casos com TDAH e 1.300
controles, de 6 a 18 anos, e cinco alelos foram associados ao maior IMC. Os
genes NUDT3 (Nudix; motivo 3 do tipo X da porcao ligada ao difosfato de
nucleosideo) GPRC5B (receptor acoplado a proteina G), GNPDA2
(glucosamina-6-fosfato desaminase 2), MAP2K5 (proteina quinase 5 ativada por
mitogénio) e CADM2 (molécula de adeséo celular 2) (Albayrak et al., 2013).

As associa¢cfes mais relevantes, foram para um aumento do risco de
TDAH para o alelo de risco de obesidade G no SNP rs206936 (P =3,4x10 4, p =
0,01; OR=1,39). O SNP rs206936 esta localizado no intron 1 do gene NUDT3 no
cromossomo 6p21.31. Além disso, encontraram outro SNP significativamente
associado ao risco de TDAH apds a corregdo para multiplos testes, o alelo C no
SNP rs6497416 no gene GPRC5B (P =7,2 x10 4; p =0,02). E nitido que existem
direcOes consistentes do alelo de efeito de obesidade e potencial alelo de risco
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de TDAH para desatencdo. Logo, esse estudo reforca as evidéncias cientificas
sobre a sobreposicéo e predisposi¢cao poligénica entre TDAH e obesidade.

Ainda no campo das pesquisas envolvendo marcadores genéticos,
diversos genes estdo sendo analisados. Entre eles, Velders e cols (2012)
avaliaram em seu estudo o efeito do alelo A no gene FTO (Fat Mass and Obesity
Gene) sobre o comportamento alimentar, impulsividade e controle. Esse estudo
foi incorporado no Generation R Study, uma coorte de base populacional da vida
fetal em diante, 1.718 criangas pré-escolares de ascendéncia europeia foram
genotipadas para o FTO em rs9939609. Observou-se que o alelo A em
rs9939609 foi associado ao aumento da responsividade alimentar (OR = 1,21;
p = 0,03). Além disso, criancas com 0 alelo A eram menos propensas a ter
sintomas de TDAH (OR =0,74; p = 0,01) e mostraram mais controle emocional
(OR =0,64; p =0,01) em comparagdo com criancas sem o alelo A. Mas também,
0s achados mostram que o comportamento é especifico para criancas com o
alelo em comparacdo, com 0s nao portadores. Essas criancas tendem a
responder mais a alimentos altamente palataveis, o que € conhecido por
estimular as vias da dopamina.

E conhecido que as vias da dopamina estejam envolvidas na
fisiopatologia do TDAH e, assim, o comportamento alimentar de criancas com
o alelo Ado FTO pode reduzir os sintomas do TDAH, agindo como uma
recompensa natural. Logo, a relacdo entre o alelo AFTO em rs9939609 e
menos sintomas de TDAH pode, de fato, provocar a ocorréncia de habitos
alimentares sequenciais especificos como um comportamento de
"automedicacao” pela crianca. Dessa maneira, a pesquisa traz mais indicativos
de que o gene esta fortemente associado com predisposi¢cdo a obesidade e
pode, consequentemente, estar relacionado ao elevado risco de TDAH.

Outro trabalho, conduzido por Choudhry e colaboradores (2013), avaliou
451 criangas (de 6 a 12 anos) recrutadas de uma clinica de transtornos
disruptivos do comportamento com 0 objetivo de explorar a associacao entre
TDAH e FTO. Encontraram que um dos polimorfismos estudados do gene FTO
(alelo A) foi transmitido dos pais para criancas portadoras. Assim, também, como
citado, o estudo indica uma evidéncia relevante para envolvimento do gene FTO

na modulacdo da predisposi¢cdo do TDAH relacionado com a obesidade.
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No mesmo sentido dos estudos de genes candidatos, a deficiéncia de
MC4R foi proposta por Agranat-Meged et al. (2008) e tem sido relatada por
interromper vias neuronais que regulam a fome e saciedade. A pesquisa avaliou
uma familia de 29 individuos com obesidade maorbida (percentil do IMC > 97%)
devido a uma mutacao génica MC4R (C271R). Descobriram que a prevaléncia
de TDAH era maior do que a esperada apenas nos grupos portadores de
homozigose para a mutacdo, ou mutacdo heterozigética, quando comparados
ao restante da familia. Dessa forma, o trabalho sugere que a mutagdo MC4R
(C271R) que causa obesidade também esta associada com maior risco de
TDAH.

Foi feito por Han¢ et al. (2016) um estudo com o intuito de avaliar a relagcéo
entre o excesso de peso e os polimorfismos de genes candidatos aos déficits de
funcdes executivas em criangcas com TDAH. Foram examinados 109 meninos
portadores de TDAH com idade entre 7 e 17 anos. O estudo indicou variantes de
14 polimorfismos em oito genes candidatos, em conjunto foram aplicados sete
testes neuropsicoldgicos para avaliar as funcdes executivas.

No total, 13 dos 15 polimorfismos avaliados foram ligados com diferencas
no nivel de desempenho nos testes de capacidade cognitiva. Os polimorfismos
de genes da via dopaminérgica, DRD4 (Receptor D4 de Dopamina) rs1800443
bem como DAT (Transportador de Dopamina) rs463379, tiveram o efeito mais
generalizado rs1800955, em habilidades cognitivas, como evidenciado pelas
diferencas de alelos ou gendtipos. A base do estudo foi fundamentada no fato
de que, na atualidade, os déficits das funcBes executivas ndo conseguem
explicar a relagcdo entre os polimorfismos e excesso de peso das criancas
portadoras de TDAH.

Tendo em vista que avaliam, principalmente as funcfes executivas
apenas limitadas a um pequeno grau e trabalhadas em condi¢bes sem quaisquer
ligagbes as emogdes. Quando n&o se analisa de outras maneiras, perdem-se
fatores que podem estar associados com 0 aumento da ingestao de alimentos.
Funcdes executivas estdo associados a tarefas que despertam emocgdes,
motivacao e tensdo em que ha uma escolha entre gratificacdo instantanea. No
entanto, nenhum dos testes foram empregados utilizando quaisquer
procedimentos que, de maneira significativa, ativasse 0S processos

motivacionais e emocionais nos pacientes.
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Os resultados mostraram que 0 excesso de peso em meninos com TDAH
dessa amostra esta associado com polimorfismos em trés genes candidatos:
DRD4 (Receptor de Dopamina D4), SNAP25 (Proteina pré-sinaptica) e SHTR2A
(Receptor de Serotonina), mas nado através de déficits condicionados nas
funcBes cognitivas. Entretanto, essas hipoteses necessitam de confirmagdo em
proximos estudos. Por exemplo, no estudo néo foi possivel controlar todas as
outras possiveis causas de excesso de peso, tais como a quantidade e valor
caldrico da ingestdo de alimentos ou a limitacdo de atividade fisica. Outra
limitagdo, refere-se ao fato de ndo ter sido possivel controlar se certos
mecanismos biolégicos hormonais, que poderiam estar na origem do excesso de
peso no grupo de estudo. Em sintese, por mais que o peso fora relacionado
primordialmente a polimorfismos em genes candidatos, é necessério salientar
que os fatores fisiolégicos que ndo puderam ser controlados podem afetar
consideravelmente os resultados encontrados.

Outro potencial mecanismo biolégico comum envolve alteracdes no gene
BDNF (Fator Neurotréfico Derivado do Cérebro), um membro proteico da familia
dos fatores de crescimento. D4 suporte a sobrevivéncia dos neurbnios existentes
e estimula o crescimento e a diferenciacdo de novos neurdnios e sinapses.
Mediante essa questéo, o estudo de Shinawi et al. (2011) encontrou evidéncias
que apontam para uma possivel disfuncdo do BDNF subjacente tanto ao TDAH
quanto a obesidade. As delecdes abrangem os genes BDNF e LIN7C (Lin-7
Homoélogo C, Componente do Complexo de Polaridade Celular das Migalhas)
que estdo implicados na regulacdo do desenvolvimento e diferenciacdo de
neurdnios e transmissao sinaptica.

Os resultados mostraram que todos os pacientes com essa delecéo
exibiram graus variaveis de atraso no desenvolvimento, problemas
comportamentais e obesidade. Além disso, encontraram que o TDAH e a
obesidade estdo altamente associados a delecéo envolvendo 11pl14.1 (regido
onde se encontra o0 gene BDNF) em sua amostra. Assim, fornece um suporte
adicional para um papel significativo do BDNF na obesidade e nas disfung¢des
neurocomportamentais.

Atualmente, o estudo de Martins-Silva et al. (2019) realizou uma
randomizacdo mendeliana bidirecional em de duas grandes amostras, utilizando
quatro bancos de dados de GWAS, para buscar se o TDAH (N=55,374) tem um
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efeito causal no IMC em criancas (N = 35,668) e adultos (N=322,154-500,000),
e vice-versa. Este € o primeiro estudo de randomizacdo mendeliano visto na
literatura, até o momento, a investigar a relacao bidirecional entre o IMC e o
TDAH. Encontraram evidéncias significativas de um efeito de alto IMC no risco
de TDAH (IC(95%) =0.198-0.449; p < 0.001), além de que foi replicado para
amostras independentes, assim como foi realizado métodos de andlises
robustos para sensibilidade (MARTINS-SILVA et al., 2019).
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Tabela 5. Revisdo sistematica da literatura sobre estudos genéticos de TDAH e aumento de IMC/sobrepeso e/ou Obesidade em criancas e

adolescentes.

Autor/Ano -I(;'Sptﬂéioe Amostra Instrumento/anélise Resultados Limitac6es
As evidéncias para efeito de IMC
Estimou-se o efeito de IMC no maior no risco de TDAH devem ser
Duas amostras_ usando TDAI—_|A(e \_/lce—versa),uu_llzando O método IVW indicou !nterpretadas com,qautela pois, os
dados resumidos de | a variancia ponderada inversa : e instrumentos genéticos tendem a
X . um efeito causal positivo L .
GWAS para investigar se | (IVW). E os dados sobre a do IMC no TDAH. e os refletir diferencas ao longo da vida
o TDAH (N= 55.374) tem | associagao entre 0S | esultados sugerer'n que nos fenétipos e, portanto, os estudos
Martins-Silva um efeito causal no indice | polimorfismos genéticos e os : de randomizagdo mendeliana néo
Transversal e . um IMC mais alto . - .
et al. (2019) de massa corporal (IMC) | fenétipos de interesse foram aumenta o risco de | conseguem identificar se existe um
na infancia (N= 35.668) e | extraidas a partir de conjuntos momento critico para o efeito da
; : .~ | desenvolver TDAH, mas o . . ~
na idade adulta | de dados disponiveis nAo o contrario exposicao. Assim, mais estudos séo
(N=322,154-500,000) e | publicamente de resultados de ' necessarios para confirmar esses
vice-versa. associagdo resumo de quatro achados e esclarecer possiveis
agrupamentos GWAS. mecanismos subjacentes a esse
efeito.
(N= 109) Meninos com Encontraram que o
TDAH (7-17 anos) foram excesso de peso em
recrutados no . . .| meninos com TDAH | Pequeno tamanho da amostra e a
. O método de salting-out foi : ;
Ambulatério de o . associados com SNP’s | falta de um grupo de controle.
S utilizado para o isolamento de N . ~ . .
Psiquiatria e do ; de trés genes | Também, ndo foi possivel controlar
DNA a partir de sangue : . e
. Departamento de e e ) candidatos, ou seja, | as outras possiveis causas de
Han¢, T et al. r . periférico. Depois foi analisada :
(2016) Transversal Psiquiatria  Infantil e por Polymerase Chain DRD4 rs1800955, excesso de peso, tais como  a
Adolescente da Reaction - Fragmento de SNAP25 rs363039, | quantidade e valor calérico da
Universidade Poznan de Restricio 9 rs363043, e B5HTR2A | ingestdo de alimentos ou a limitagédo
Ciéncias Médicas, e no >rIgas . rs17288723, no entanto, | de atividade fisica, assim dificultando
Polimorfismo de Comprimento | 2 . . ~ ;
Departamento de néo através de | a interpretacdo do efeito causado
e . (PCR-RFLP) - ) .
Psiquiatria  Infantil da condicionamento de | pelos polimorfismos.
Universidade de Medicina déficits em  fungles
de Varsévia executivas
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Continuacdo. Tabela 5. Revisdo sistematica da literatura sobre estudos genéticos de TDAH e aumento de IMC/sobrepeso e/ou Obesidade em

criancas e adolescentes.

Autor/Ano -I(;'Sptﬂéioe Amostra Instrumento/anélise Resultados Limitac6es
N= 451 criancas com
TDAH (349 meninos e | O SNP rs8050136 foi
) . . Mostrou que
102 meninas), com idades | genotipado usando Sequenom
> o alelo A do SNP
entre 6 a 12 anos |iPlex Gold Technology. O -
e ) _ L rs8050136 no gene FTO | Falta de poder estatistico no estudo
(média=9,05; DP=1,86), | pacote estatistico de teste de | 2 .
S .. | € subtransmitido para | para detectar um efeito sobre o peso,
Choudhry et foram recrutadas do | associacdo baseado na familia . . )
Transversal ~ . | criancas com TDAH de | sendo necessario mais estudos com
al. (2013) Programa de Transtornos | (FBAT) (versdo  2.0.3) foi . ; )
) seus pais. O que sugere | amostras maiores para confirmar ou
do Comportamento | usado para examinar a )
; . N o envolvimento do gene | negar esses resultados
Disruptivo e do | subtransmissdo de um alelo ~
L . p . FTO na modulacdo de
ambulatorio de criangas | especifico dos pais para os fisco para TDAH
da Douglas Mental Health | filhos afetados P
University.
Encontraram
associagao
N= 495 criancas e direcionalmente
adolescentes com TDAH consistente de dois | Falta de poder estatistico no estudo,
(faixa etaria de 6 a 18 | Os controles foram | alelos de risco de | para avaliar o efeito direcional
anos) que foram | genotipados em | obesidade com TDAH: | (comparar as direcdes do alelo de
Albayrak et Transversal recrutadas em seis | HumanHap550v3 (lumina, | rs206936 (Alelo G, gene | efeito de obesidade e potencial alelo
al. (2013) unidades psiquiéatricas de | Inc., San Diego, CA) e nos | NUDT3) e rs6497416 | de risco de TDAH). Sendo
internacdo e internagdo | casos em  Human660W- | (Alelo C, GPRC5B). | necessario mais estudos com
(Aachen, Colbnia, Essen, | Quadvl BeadArrays (lllumina) | Esses achados sugerem | amostras maiores para confirmar ou
Marburg, Regensburg e uma sobreposicdo na | negar esses resultados
Wiirzburg) predisposicédo
poligénica entre
obesidade e TDAH
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Continuacdo. Tabela 5. Revisdo sistematica da literatura sobre estudos genéticos de TDAH e aumento de IMC/sobrepeso e/ou Obesidade em

criancas e adolescentes.

Autor/Ano -I(;'Sptﬂéioe Amostra Instrumento/anélise Resultados Limitac6es
O alelo A em rs9939609
O DNA foi coletado do sangue foi associado ao
~ ” aumento de controle
do corddo umbilical ao : .
. o alimentar e emocional, e
nascimento. Os participantes ”
i menor probabilidade a
foram genotipados para o gene .
ter sintomas de TDAH,
_ , FTO no SNP rs9939609. A ~ - R .
N= 1.718 criangas (com : . : . em comparacdo com | A restricho as criangas de
~ . genotipagem foi realizada feita : A
ascendéncia euroéia) de com ensaio de discriminacdo | clancas sem o alelo A | descendéncia do norte da Europa
Velders FP Transversal | UM coorte de Dbase aldlica Tagman (A ﬁed (OR= 0,31, IC=95% | ndo apenas minimiza o Vviés pela
et al. (2012) populacional da vida fetal | _. d \APD 0,13; 0,74, valor | heterogeneidade da populacdo, mas
) . Biosystems, Foster City, CA)e | ~" AT T
em diante (Generation R . p=0,01). Logo, o estudo | também limita a generalizacdo dos
a mistura Abgene QPCR ROX N .
Study). mostra evidéncias de | achados para outras populacdes
(Abgene, Hamburgo, . o
~ que ha possibildade de
Alemanha). A reacdo de ~
. . o que néo tiver o SNP no
genotipagem foi amplificada .
" . Alelo A esteja
utilizando o sistema de PCR correlacionado como um
GeneAmp® 9600 = 5
fator de protecdo a
crianga
Quatro pacientes com DNA: andlise com o| TDAH, o atraso no
dele ﬁesp envolvendo | Microarranjo (CMA; Baylor | desenvolvimento e a
& . . | College of Medicine 6.1) | obesidade estao
11p14.1. O paciente 1 foi s ! R = | A falta de um grupo controle e de
.~ ~ | Amostras de sangue periférico | associados a delecéo P NN
recrutado na instituicao . . poder estatistico foram as principais
dos pacientes e seus pais | envolvendo 11p14.1 | .7 ~ .
(M.S.) Departamento de . e - limitacbes. Além de que, a
- foram obtidos e linfécitos de | (regido onde encontra- S
. . Relato de | Pediatria, Faculdade de : associagdo com o TDAH para
Shinawi et . sangue total foram cultivados | se os genes BDNF e . =
Caso Medicina de  Baylor, . . ~ detectar um efeito sobre o peso ndo
al. (2011) g . | apos estimulacéo com | LIN7C) e fornecem : - P
Clinico Houston, Texas (onde foi | . - - oi corrigido para multiplos testes.
: fitohemaglutinina (PHA) | suporte adicional para : -
feito o estudo). E o . = o Sendo assim, necessario outros
. usando meétodos padrdo. A | um papel significativo ;
paciente 2 e 3 foram | . . " . : ) ; estudos com amostras maiores para
. hibridacdo in  situ  por | do BDNF na obesidade .
recrutados através do : i . confirmar ou negar esses resultados
Proieto Carolina  Autism fluoresccia (FISH) foi realizada | e nos problemas
Sodth (#15627) utiizando modos citogenicos | neurol6gicos e
padrédo comportamentais
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Continuacdo. Tabela 5. Revisdo sistemética da literatura sobre estudos genéticos de TDAH e aumento de IMC/sobrepeso e/ou Obesidade em

criancas e adolescentes.

Autor/Ano -(I;Ispt(l)J(?oe Amostra Instrumento/anélise Resultados Limitac6es
L Encontraram que a
N ,2.9 |nd|V|duo$ de uma Todos os 29 individuos foram | prevaléncia de TDAH foi
familia conhecida por ; ~ L .
~ genotipados para a mutacgdo | significativamente maior
portar a mutacao MC4R e - .
. MC4R (C271R) como descrito | nos individuos - .
ter criancas  obesas : . A familia consanguinea relatada
e . e foram referidos, como | homozigotos para a o
morbidas com percentil do S Co ~ : fornece uma amostra homogénea,
homozigoticos, heterozigoticos | mutacao avaliada, S ;
Agranat- Relato de | IMC> 97%. Sendo que ~ : embora limitada. Logo, mais
e ndo portadores. O DNA foi | quando comparados ao . ~ -
Meged etal. | Caso todos os probandos eram X P pesquisas Ss80 necessarias para
. o extraido de amostras de | resto da familia. O ; .
(2008) Clinico homozigdticos para a . . validar os achados em pedigrees
~ sangue pelo kit 5 Prime | trabalho sugere que a : ~ .
mutacao do MC4R : ~ maiores e ndo relacionados com a
(Hamburg, MD), e PCR foi | mutacdo MC4R (C271R) o
(C271R) . . . deficiéncia de MC4R
realizada pelo método de | que causa obesidade
amplificagdo do sistema de | também esta associada
mutacao refrataria (ARMS) com maior risco de
TDAH
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3 JUSTIFICATIVA

O TDAH é um dos transtornos mentais mais prevalentes entre as criangas
(APA, 2013), sendo a principal causa de procura por atendimento nos servicos
de saude mental para criangcas e adolescentes (EVANS et al., 2005). Ele é
responsavel por uma série de prejuizos, estando associado ao
comprometimento em uma variedade de contextos na vida da crianga, podendo
levar a significativas dificuldades académicas, familiares e sociais e, em casos
de persisténcia na vida adulta, a problemas profissionais e interpessoais
(EVANS et al., 2005).

Além disso, o transtorno tende a coexistir ndo apenas com doencas
psiquiatricas (MCGOUGH & BARKLEY, 2005), mas também com outros
disturbios. Uma das comorbidades cada vez mais estudadas relacionadas ao
TDAH nos ultimos anos é a obesidade. Simultaneamente, 0 aumento crescente
da obesidade infantil e sua ligagdo com diversos desfechos adversos a saude
preocupa tanto a sociedade, como o0s pesquisadores. Mediante o exposto, ha
uma escassez de estudos genéticos que associam as duas condicbes em
conjunto e, especialmente, a linha de pesquisa do presente projeto. Assim,
justifica-se a relevancia do problema pesquisado, considerando um ponto de
vista ainda ndo contemplado pela literatura. Utilizando-se de um direcionamento
apropriado, torna-se possivel revelar evidéncias inovadoras no que concerne

aos fatores subjacentes nas ligacdes entre o TDAH infantil e a obesidade.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Este trabalho objetiva avaliar o papel de marcadores genéticos
associados ao IMC na susceptibilidade genética do TDAH, utilizando uma

amostra de criancas com TDAH e seus pais.

4.2  Objetivos especificos

eEstimar a frequéncia alélica dos polimorfismos associados ao IMC na
amostra de TDAH;

e Averiguar o equilibrio de Hardy-Weinberg para os polimorfismos;

e Testar associacao entre os polimorfismos associados ao IMC na amostra
de TDAH.
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5 HIPOTESES

e Alguns polimorfismos de susceptibilidade ao maior IMC estardo associados
ao TDAH.
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6 METODOLOGIA

6.1 Delineamento

O presente estudo ser& do tipo observacional analitico que empregara um

delineamento de estudo de associacdo genética baseada em familias.

6.2 Descricao da amostra

A amostra do atual estudo é composta por 259 familias, constituidas por
casos (criancas e adolescentes portadores de TDAH) e seus respectivos pais
biolégicos. Os casos foram recrutados no Programa Ambulatorial de TDAH
(ProDAH) do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA). O diagndstico dos
pacientes obtidos através do ProDAH, foi feito de acordo com os critérios do
DSM-IV para TDAH (APA, 1994). Segundo um protocolo de trés etapas (Roman
et al.,, 2001). A primeira, um instrumento de rastreio que avalia os critérios
diagnésticos mais relevantes para distarbios psiquiatricos em pacientes
pediatricos e adolescentes, incluindo o TDAH. A entrevista semiestruturada
“Kiddie Schedule for Affective Disorders and Schizophrenia — Present and
Lifetime” (K-SADS-PL) foi aplicada por assistentes de pesquisa treinados, e
posteriormente avaliacfes clinicas por psiquiatras infantis. A segunda, foi
proposta uma discussao de cada diagndstico derivado do K-SADS-PL por um
comité clinico. E a dultima, foi realizada avaliacdo clinica do TDAH e
comorbidades usando os critérios do DSM-IV, designada a um psiquiatra infantil
que j& havia recebido os resultados do K-SADS-PL (CARPENA et al., 2019) Em
casos de desacordo em relacdo ao diagnéstico durante as trés etapas do
processo, decidiu-se que a prioridade seria dada aos diagndésticos derivados de
entrevistas clinicas (Network, 2000). Dados referentes a Swanson, Nolan and
Palham Scale — Version IV (SNAP- 1IV), uma escala que mede em escores
sintomas das areas de desatencéo, hiperatividade, impulsividade e oposicao, foi
classificada por psiquiatras infantis cegos ao fenétipo para avaliar a gravidade

dos sintomas.
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6.3 Genotipagem

Amostras de sangue foram coletadas das criancas e de seus pais. O DNA
foi extraido de linfécitos por procedimentos padrdo (LAHIRI; NURNBERGER,
1991). O DNA de todas as amostras foi quantificado por espectrofotometria
utilizando NanoDrop 1000 (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, EUA). O
Infinium PsychArray-24 BeadChip, um microarranjo desenvolvido para estudos
focados em predisposi¢céo e risco psiquiétrico, foi usado para obter o gendtipo
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 (Ricopili) (disponivel em https://github.com/Nealelab/ricopili),
que abrange o controle de qualidade de individuos e de marcadores. Os filtros
utilizados antes da imputacéo foram o equilibrio de Hardy - Weinberg (HWE)
(valor p<1x10). Marcadores adicionais foram imputados usando a fase 3 do
Projeto 1000 Genomas, como um painel de referéncia. Apos a imputacgédo, foram
obtidos um total de 11.799.192 variantes.

6.4 Polimorfismos genéticos

GIANT

Os polimorfismos de susceptibilidade ao IMC identificados em individuos
de ancestralidade europeia  do consorcio Genetic Investigation
of ANthropometric Traits - GIANT (LOCKE et al., 2015) serdo incluidos neste
trabalho. A amostra do referido consoércio é composta por 322,154 adultos de
ascendéncia Europeia. Para este projeto, iremos considerar as 77 variantes

genéticas independentes (500 kilobases de intervalo e ndo em desequilibrio de
ligacdo r 2> 0,2) que atingiram significancia gendmica (5x10°%) na anélise
incluindo homens e mulheres. A Tabela 6 resume os SNPs encontrados no

estudo.
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Tabela 6. 77 polimorfismos de susceptibilidade

ancestralidade europeia do consércio GIANT

ao IMC identificados em individuos de

SNP Cromossomo:Posicéo Gene(s) Alelos
rs657452 1:49,362,434 AGBL4 AIG
rs12286929 11:114,527,614 CADMI G/A
rs7903146 10:114,748,339 TCF7L2 CIT
rs10132280 14:24,998,019 STXBPNG6 C/IA
rs17094222 10:102,385,430 HIFIAN CIT
rs7599312 2:213,121,476 ERBB4 G/A
rs2365389 3:61,211,502 FHIT CIT
rs2820292 1:200,050,910 NAVI C/IA
rs12885454 14:28,806,589 PRKDI C/IA
rs16851483 3:142,758,126 RASA2 T/G
rs1167827 7:75,001,105 HIP1; PMS2L3; PMS2P5; G/A
WBSCRI16
rs758747 16:31,037,396 NLRC3 T/C
rs1928295 2:26,782,315 TLR4 T/C
rs99259664 16:28,240,912 KAT8; ZNF646; VKORCI; AIG
ZNF668; STXIB; FBXL19
rs11126666 3:25,081,441 KCNK3 AIG
rs2650492 9:15,624,326 SBKI; APOBR AIG
rs6804842 6:162,953,340 RARB G/A
rs4740619 15:49,535,902 C90rf93 T/C
rs13191362 477,348,592 PARK AIG
rs3736485 10:104,859,028 SCG3; DMXL2 AIG
rs17001654 477,348,592 NUP54; SCARB2 G/C
rs11191560 10:104,859,028 NT5C2; CYP17Al; SFXN2 CIT
rs1528435 2:181,259,207 UBE2E3 T/C
rs1000940 17:5,223,976 RABEP1 G/A
rs2033529 6:40,456,631 TDRG1; LRFN2 G/A
rs11583200 1:50,332,407 ELAVL4 CIT
rs9400239 6:109,084,356 FOXO3; HSS00296402 CIT
rs10733682 9:128,500,735 LMX1B AIG
rs11688816 2:62,906,552 EHBP1 G/A
rs11057405 12:121,347,850 CLIP1 G/A
rsl1727676 4:145,878.514 HHIP T/C
rs3849570 3:81,874,802 GBE1 AIC
rs6477694 9:110,972,163 EPB41L4B; C9orf4 CIT
rs7899106 10:87,400,884 GRIDI G/A
rs2176598 11:43,820,854 HSD17B12 T/C
rs2245368 7:76,446,079 PMS2L11 CIT
rs17724992 19:18,315,825 GDF15; PGPEP1 AIG
rs7243357 18:55,034,299 GRP T/G
rs2033732 8:85,242,264 RALYL CIT
rs1558902 16:52,361,075 FTO AT
rs6567160 18: 55,980,115 MC4R CIT
rs13021737 2: 622,348 TMEM18 G/A
rs10938397 4: 44,877,284 GNPDA2; GABRG1 G/A
rs543874 1: 176,156,103 SEC16B G/A
rs2207139 6: 50,953,449 TFAP2B G/A
rs11030104 11: 27.641.093 BDAF AIG
rs3101336 1:72,523,773 NEGR1 CIT
rs7138803 12: 48,533,735 BCDIN3D; FAIM2 ADCY3; AIG
POMC
rs10182181 2: 25,003,800 NCOA1l G/A
SH2B; APOBR

ATXN2L; SBK1; SULT1A2
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rs3888190 16: 28.796.987 TUREM AIC
rs1516725 3:187.306.698 E7V5 CIT
rs12446632 16: 19,842,890 GPRCS5B,; IQCK G/A
rs2287019 19: 50,894,012 QPCTL; GIPR CIT
rs16951275 15: 65, 864, 222 M4P2K5; LBXCOR1 T/C

MTCH2; C1QTNF4,; SPI1

rs3817334 11: 47.607.569 CELF1; MTCH2 T/C
rs2112347 5:75.050.998 POCS5; HMGCR; COL4A3BP T/G
rs12566985 1: 74,774,781 FPGT-TNNI3K G/A
rs3810291 19: 52,260,843 ZC3H4 AIG
rs7141420 14: 78.969.207 NRXN3 T/C
rs13078960 3: 85, 890, 280 CADM2 GIT
rs10968576 9: 28.404.339 LINGO2 G/A
rs17024393 1: 109,956,211 GNAT2; AMPD2 CIT
rs12429545 13: 53.000,207 OLFM4 AIG
rs13107325 4: 103,407,732 SLC39A8 T/C
rs11165643 1: 96.696.685 PTBP2 T/C
rs17405819 8:76.969.139 HNF4G T/C
rs1016287 2:59,159,129 LINC01122 T/C
rs4256980 11: 8,630,515 TRIM66; TUB G/C
rs12401738 1: 78,219,349 FUBP1; USP33 AIG
rs205262 6:34.671.142 C60rf106; SNRPC G/A
rs12016871 13: 26.915.782 MTIF3; GTF3A T/C
rs12940622 17:76.230.166 RPTOR G/A
rs11847697 14: 29,584,863 PRKD1 T/C
rs2075650 19: 50.087.459 TOMMA40; APOE; APOC1 AIG
rs2121279 2: 142,759,755 LRP1B T/C

rs29941 19: 39.001.372 KCTD15 G/A
rs1808579 18: 19,358,886 NPC1; C180rf8 CIT
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6.5 Andlise Estatistica

A frequéncia alélica sera estimada por contagem direta entre os casos
com TDAH. O Equilibrio de Hardy-Weinberg serd avaliado pelo teste de qui-
quadrado no mesmo grupo. A associacdo entre os marcadores genéticos e o
TDAH sera feita de maneira individual. A analise estatistica englobara regresséo
logistica, envolvendo delineamento casos pseudo controles. Isto €, os pais dos
casos foram convertidos em pseudo controles, sendo definidos como os alelos
ndo transmitidos para a prole. Sera empregada correcdo para multiplos testes
dependente do numero de marcadores da Tabela 6 nos bancos de dados
genotipados. E as analises serdo conduzidas no software PLINK 2.0 (CHANG et

al., 2015) construido especificamente para analises de associacdo genética.
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7. CRONOGRAMA

As atividades a serem desenvolvidas no decorrer do ano estao

apresentadas na tabela 7.

Tabela 7. Cronograma de atividades do estudo

Atividades 2019

03 04 05 06 07 08 09 10 11 12

Revisao de X X
literatura
nao
sistematica

Revisao de X X
literatura
sistematica

Anélise X X
Estatistica

Redacéao X X X X
do artigo

Defesa do X
Trabalho
de
Conclusao
de Curso

Ndmero de meses: 03 Marco; 04 Abril, 05 Maio, 06 Junho; 07 Julho; 08 Agosto; 09 Setembro; 10
Outubro; 11 Novembro; 12 Dezembro.
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8. ASPECTOS ETICOS

Este projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica do HCPA
(codigo de identificacdo do projeto 45210715.1.0000.5327) e conduzido de
acordo com a Declaracdo de Helsinki. Todos os individuos deram seu
consentimento informado para inclusdo antes de participarem do estudo. Os pais
forneceram consentimento informado por escrito e as criangas forneceram

consentimento verbal para participar.
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RESUMO

Estudos relatam que a prevaléncia combinada Obesidade / Sobrepeso € maior
em individuos com Transtorno de Déficit de Atengdo e Hiperatividade (TDAH)
gquando comparado com individuos sem o transtorno. Entretanto, os fatores
biolégicos subjacentes a concomitancia de ambas condi¢des, ainda ndo séo
compreendidos. O objetivo do estudo foi avaliar o papel dos marcadores
genéticos associados ao IMC na susceptibilidade genética ao TDAH, em uma
amostra de 259 criancas brasileiras e seus pais. Foi feito um estudo com
delineamento de associagéo genética baseada em familias. Os 77 polimorfismos
associados ao IMC identificados em individuos de ancestralidade europeia do
consorcio GIANT (Locke et al., 2015) foram incluidos neste trabalho. Para testar
a associacao, foi realizada regressao logistica, com resultados apresentados
através do Odds Ratio (RO) e seus respectivos intervalos de confianca de 95%
(IC95%). As analises foram conduzidas no software PLINK 2.0. Dos 77
marcadores identificados no GIANT, 71 foram localizados em nosso banco de
dados, e foram incluidos no estudo. Apés a correcao de Bonferroni, nenhum dos
polimorfismos foi significantemente associado ao TDAH. O modelo de regresséo
logistica revelou 5 polimorfismos associados nominalmente ao TDAH (p<0,05).
Nossos resultados mostraram efeito protetor para o TDAH para os seguintes
alelos: G do SNP rs13078960 (CADM2), G do SNP rs10968576 (LRRN6C), T
do SNP rs3817334 (MTCH2) e o alelo A do SNP rs1558902 (FTO). Também,
encontramos que o alelo T do SNP rs2287019 no gene GIPR esta associado a
um odds 52% maior para o TDAH. Nossos resultados sugerem pequena
contribuicdo de marcadores individuais de susceptibilidade ao IMC na etiologia
do TDAH.

PALAVRAS-CHAVE: TDAH, suscetibilidade genética, IMC, estudo de
associagao, criangas.
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ABSTRACT

Studies report that the combined prevalence Obesity / Overweight is higher in
individuals with Attention Deficit Hyperactivity Disorder (ADHD) when compared
to individuals without the disorder. However, the biological factors underlying the
concomitance of both conditions are not yet understood. The aim of this study
was to evaluate the role of BMIl-associated genetic markers in genetic
susceptibility to ADHD in a sample of 259 Brazilian children and their parents. A
family-based genetic association design study was conducted. The 77 BMI-
associated polymorphisms identified in individuals of European ancestry of the
GIANT consortium (Locke et al., 2015) were included in this study. To test the
association, logistic regression was performed, with results presented through
the Odds Ratio (RO) and their respective 95% confidence intervals (95% CI). The
analyzes were conducted using PLINK 2.0 software. Of the 77 markers identified
in GIANT, 71 were located in our database and were included in the study. After
Bonferroni correction, none of the polymorphisms was significantly associated
with ADHD. The logistic regression model revealed 5 polymorphisms nominally
associated with ADHD (p <0.05). Our results showed a protective effect for ADHD
for the following alleles: SNP G rs13078960 (CADM2), SNP G rs10968576
(LRRN6C), SNP T rs3817334 (MTCH2) and SNP Allele A rs1558902 (FTO).
Also, we found that the SNP T allele rs2287019 (GIPR) is associated with a 52%
higher odds for ADHD. Our results suggest a small contribution of individual BMI
susceptibility markers in the etiology of ADHD.

KEYWORDS: ADHD, genetic susceptibility, BMI, association study, children.
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Introducéo

O Transtorno de Déficit de Atencdo e Hiperatividade (TDAH) € um dos
transtornos psiquiatricos do neurodesenvolvimento mais comuns durante a
infancia, tendo sua prevaléncia mundial estimada em torno de 5% para criangas
em idade escolar (Faraone & Mick, 2010; G. V. Polanczyk, Willcutt, Salum,
Kieling, & Rohde, 2014), e 2,5% para adultos. O TDAH é caracterizado por um
padrdo persistente da manifestacdo dos sintomas de desatencdo e / ou
hiperatividade / impulsividade, cujos critérios diagndésticos, sdo definidos pela
quinta edicdo do Manual Diagndstico e Estatistico de Transtornos Mentais (DSM-
V). Partindo desta classificacdo, sdo reconhecidos trés tipos clinicos do
transtorno, predominantemente desatento, predominantemente hiperativo-
impulsivo, e combinado (APA, 2013).

Logo, por se tratar de uma patologia com inumeras apresentacdes
clinicas, o diagndstico concentra-se no quadro clinico comportamental. Também,
em vista de ainda ndo possuir um marcador bioldgico definido para todos os
casos de TDAH. Este, etiologicamente € considerado de heranca multifatorial
complexa, isto é, a vulnerabilidade para a manifestacdo dos sintomas sera
determinada pela interacao de fatores genéticos e ambientais (Rohde & Halpern,
2004).

Devido ao forte componente genético do TDAH, o mesmo € considerado
um dos transtornos psiquiatricos mais herdaveis, uma vez que herdabilidade
estimada esta em torno de 76% (Faraone et al., 2005). O transtorno raramente
se apresenta de maneira isolada (Castellanos & Acosta, 2002). De modo geral
pacientes com TDAH tém um aumento consideravel na prevaléncia de diversas
comorbidades (Biederman, Faraone, Monuteaux, Bober, & Cadogen, 2004),
incluindo as psiquiatricas como como transtorno de oposi¢cao-desafio ou de
conduta, transtornos depressivos, de ansiedade, do humor e por uso de
substancias (McGough et al., 2005; van de Glind et al., 2014).

Entre as comorbidades n&o psiquiatricas, a obesidade € uma das mais
prevalentes. A metanalise mais relevante na literatura, incluiu 42 estudos em
todo o mundo, somando um total de 728.126 individuos (sendo 48.161
portadores de TDAH), e foi verificado que a prevaléncia de obesidade aumentou
cerca de 70% em adultos e 40% em criangas com TDAH, em comparagao com
individuos sem o transtorno (Cortese et al., 2016).
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Os estudos apontam para hipéteses de ligacdes neurobiolégicas comuns
entre o TDAH e a obesidade (Cortese & Vincenzi, 2012). E alguns mecanismos
tém sido sugeridos, como por exemplo, os sintomas de TDAH poderiam
contribuir para a obesidade desregulando o balan¢o energético. Ou a obesidade
levaria a sintomas de TDAH. Ou os dois distirbios compartilhariam mecanismos
etiofisiopatologicos comuns (Cortese, 2019). Além disso, estudos recentes vém
sugerindo hipoteses consistentes para a bidirecionalidade entre as duas
condi¢cbes (Martins-Silva et al., 2019).

Apesar da associacdo entre TDAH e obesidade ser observada, os
aspectos bioldgicos adjacentes a concomitancia de ambas condicfes ainda séo
pouco conhecidos. Alguns artigos sugerem a contribuicdo de marcadores
genéticos (Albayrak et al., 2013; Demontis et al., 2019) e técnicas de
neuroimagem (Barker et al., 2019) como explicacao.

Diante da alta prevaléncia observada entre ambas as condicles, este
estudo tem por objetivo avaliar o papel dos marcadores genéticos associados ao
indice de massa corporal (IMC) na susceptibilidade genética do TDAH, entre
uma amostra clinica de criancas brasileiras com TDAH e seus pais, através de

um estudo de associacdo genética baseada em familias.

Materiais e Métodos

Amostra e Procedimentos Diagnésticos

Estudo observacional analitico incluindo 259 familias constituidas por
criancas e adolescentes portadores de TDAH (casos), e seus respectivos pais
biol6gicos (pseudo controles). Os casos foram recrutados pelo Programa
Ambulatorial de TDAH (ProDAH-HCPA) do Hospital de Clinicas de Porto Alegre
O diagndstico dos pacientes obtidos foi feito de acordo com os critérios do DSM-
IV para TDAH (APA, 1994) seguido por um protocolo de trés etapas (T. Roman
et al., 2001). A primeira, um instrumento de rastreio que avalia 0s critérios
diagnésticos mais relevantes para distarbios psiquiatricos em pacientes
pediatricos e adolescentes, incluindo o TDAH. A entrevista semiestruturada
“Kiddie Schedule for Affective Disorders and Schizophrenia — Present and
Lifetime” (K-SADS-PL) foi aplicada por assistentes de pesquisa treinados, e

posteriormente avaliacbes clinicas por psiquiatras infantis. A segunda, foi
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proposta uma discussao de cada diagndstico derivado do K-SADS-PL por um
comité clinico. E a dltima, foi realizada avaliacdo clinica do TDAH e
comorbidades usando os critérios do DSM-IV, designada a um psiquiatra infantil
que ja havia recebido os resultados do K-SADS-PL (Carpena et al., 2019)

Em casos de desacordo em relagdo ao diagndstico durante as trés etapas
do processo, decidiu-se que a prioridade seria dada aos diagnosticos derivados
de entrevistas clinicas (Network, 2000). Dados referentes a Swanson, Nolan and
Palham Scale — Version IV (SNAP- IV), uma escala que mede em escores
sintomas das &reas de desatencéo, hiperatividade, impulsividade e oposi¢éo, foi
classificada por psiquiatras infantis cegos ao fendtipo para avaliar a gravidade
dos sintomas. A mesma, tem sido frequentemente usada (Bruxel et al., 2015;
Salatino-Oliveira et al., 2012) e recentemente validada, apresentando ser uma
escala confiavel em amostras clinicas brasileiras (Costa, de Paula, Malloy-Diniz,
Romano-Silva, & Miranda, 2018).

O presente estudo utilizou dados de uma pesquisa anteriormente
aprovada pelo Comité de Etica do HCPA (cddigo de identificacdo do projeto
45210715.1.0000.5327) conduzida de acordo com a Declaragdo de
Helsinque. Todos os sujeitos deram seu consentimento informado para inclusdo
antes de participarem do estudo. Os pais forneceram consentimento informado

por escrito e as criangas forneceram consentimento verbal para participar.

Genotipagem

As amostras de sangue foram coletadas das criancgas e seus pais. O DNA
foi extraido dos linfécitos através procedimentos padrdo (Lahiri & Nurnberger,
1991). Em sequéncia, o DNA de todas as amostras foi quantificado por
espectrofotometria utilizando NanoDrop 1000 (Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, MA, EUA). O Infinium PsychArray-24 BeadChip, um microarranjo
desenvolvido para estudos centrados em predisposi¢ao e risco psiquiatrico, foi
usado para obter o genoétipo de criangcas e pais, em um total de 593.260
marcadores. O controle de qualidade basal e a imputacdo de demais
polimorfismos foram feitos usando o Rapid Imputation Consortium Pipeline
(Ricopili) (disponivel em https://github.com/Nealelab/ricopili), que compreende o
controle de qualidade dos individuos e marcadores. Os filtros utilizados antes da

imputagdo foram o equilibrio de Hardy— Weinberg (HWE) (valor p<1x10°).
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marcadores adicionais foram imputados usando a fase 3 da populacao europeia
do Projeto 1000 Genomas como um painel de referéncia. Apés a imputacéao, foi
alcancado um total de 11.799.192 variantes.

Também, segundo a Andlise de Componentes Principais, considerando
marcadores genotipados, demonstra uma sobreposi¢cdo entre as amostras
brasileiras e a populacao europeia do Projeto 1000 Genomas (Carpena et al.,
2019). No sentido em que a amostra brasileira contém tracos de populacdo
essencialmente ascendéncia europeia, com poucas evidéncias de mistura

africana ou nativa americana.

Selegao dos Polimorfismos

O consorcio Genetic Investigation of ANthropometric Traits (GIANT) é
uma colaboracdo internacional entre pesquisadores de diversos grupos,
instituicdes, paises e estudos, que buscam identificar regibes do genoma que
modulam caracteristicas antropométricas, mas principalmente o IMC. Logo, 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 consorcio incluiu 322,154 adultos de ascendéncia
europeia, a partir de estudos GWAS e Metabochip. Para este trabalho,
consideramos as 77 variantes genéticas independentes (500 kilobases de
intervalo) que atingiram significancia genémica (valor p 5x107%) na andlise,

incluindo homens e mulheres.

Anélise Estatistica

O estudo € observacional analitico e emprega delineamento de
associacao genética baseada em familias. Para imputacao dos dados e posterior
analises, os dados em familia foram convertidos em casos-pseudo controles
(Schwender, Taub, Beaty, Marazita, & Ruczinski, 2012), delineamento em que
0s pais dos casos foram convertidos em pseudo controles, sendo definidos como
os alelos néo transmitidos para a prole. Assim, 259 casos e 259 pseudo controles

foram incluidos nas analises.
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As frequéncias alélicas foram estimadas por contagem direta entre os
casos com TDAH. O Equilibrio de Hardy-Weinberg foi estimado pelo teste qui-
guadrado no mesmo grupo. A associacdo entre SNPs e TDAH foi feita de forma
individual. A associacdo entre marcadores genéticos e TDAH foi testada por
regressao logistica. As estimativas de medida de efeito sdo apresentadas por
Odds Ratio (RO), e seus respectivos intervalos de confianca de 95% (1C95%).
As andlises foram conduzidas no programa PLINK 2.0 (Chang et al., 2015). Foi
realizada correcdo para multiplos testes, por meio de corre¢do de Bonferroni,
visando diminuir a chance de falsos positivos. Para tal, foi estabelecido como
significante, associacdes com valor de p<0,0007 (correcdo para 71 testes).

Considerou-se o valor de P como nominal, quando inferior a 0,05.

Resultados

Na tabela 1 esta apresentado as caracteristicas demograficas e de saude
obtidas na amostra clinica. A maioria das criangas era predominantemente do
sexo masculino (76,4%), quase metade foi diagnosticada com subtipo
combinado de TDAH (47,1%) e 83,4% apresentavam cor da pele branca. A
média de idade foi de 10,42 anos, e em relacdo as comorbidades psiquiatricas
concomitantes ao TDAH, a mais prevalente era o Transtorno Opositivo
Desafiador (35,5%), e em sequéncia o Transtorno de Ansiedade (27,8%)
(Carpena et al., 2019).

Dos 77 polimorfismos associados ao IMC identificados no GIANT (Locke
et al., 2015). 71 estavam presentes em nosso banco de dados e foram incluidos
no estudo. Todos os marcadores apresentaram uma frequéncia do alelo menor
superior a 0,01 (MAF> 0,01) e nenhum marcador desviou do Equilibrio de Hardy-
Weinberg (Tabela 2).

A tabela 2 apresenta os resultados das associagbfes para 0S
polimorfismos testados. Nenhum dos polimorfismos foi significantemente
associado ao TDAH apos correcdo de Bonferroni. Entretanto, o modelo de
regressao logistica revelou 5 polimorfismos associados nominalmente ao TDAH
(p<0,05). Nossos resultados mostraram efeito protetor para o TDAH para os
seguintes alelos: G do SNP rs13078960 (CADM2) (RO=0,70; IC95%=0,51-0,99),
G do SNP rs10968576 (LRRN6C) (RO=0,74; 1C95%=0,56-0,99), T do SNP
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rs3817334 (MTCH2) (RO=0,75; 1C95%=0,59-0,96) e A do SNP rs1558902
(FTO) (RO=0,76; 1C95%=0,59-0,84). Também, encontramos que o alelo T no
SNP rs2287019 (GIPR) (RO=1,52; IC95%=1,09-2,13) esta associado a um risco
52% maior para o TDAH.

Discusséao

No presente estudo, buscamos avaliar o papel de polimorfismos
associados ao IMC no TDAH. Apesar de os polimorfismos nao serem
significantemente associados ao TDAH apos corre¢cdes para multiplos testes,
encontramos cinco polimorfismos associados ao TDAH em nivel nominal, em
nossa amostra clinica de criancas brasileiras e seus pais.

Diversas abordagens foram utilizadas para o descobrimento de genes
candidatos. Dentre os principais meétodos analiticos para mapear genes
envolvidos em tracos de susceptibilidade a caracteristicas e doencas complexas,
destaca-se os estudos genéticos de associacdo do genoma inteiro (GWAS). Por
meio desta abordagem, j& foram revelados inUmeros locus de suscetibilidade
genética ao risco de obesidade, e recentemente foram revelados os primeiros
l6cus significativos para o TDAH. Na metanalise do estudo de GWAS de
Demontis e colaboradores (2019), incluindo 20.183 casos e 35.191 controles, foi
relatado 12 l6cus de susceptibilidade para o TDAH significantemente associados
a nivel gendmico (p<5x10%) (Demontis et al., 2019).

No entanto, embora a susceptibilidade genética ao TDAH venha sendo
explorada h& anos, até o momento das dez publicacdes independentes de
GWAS em amostras de TDAH, nenhuma foi capaz de identificar polimorfismos
significativamente associados ao transtorno (Demontis et al., 2019; Ebejer et al.,
2013; Hinney et al., 2011; Lesch et al., 2008; Mick et al., 2010; Benjamin M Neale
et al., 2008; B. M. Neale et al., 2010; Sanchez-Mora et al., 2015; Stergiakouli et
al., 2012; Yang et al., 2013).

A dificuldade em se identificar genes de suscetibilidade e entender o papel
destes, e suas variantes na etiologia do TDAH espelha na prépria
heterogeneidade do transtorno. Devido a grande complexidade da arquitetura
genética implicada no padréo das doencas psiquiatricas e complexas. Apesar

dos grandes avancos, os dados disponiveis na literatura, até o momento indicam
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gue a etiologia das particularidades do TDAH, ainda nado esta totalmente
esclarecida.

No geral, as metanalises mais recentes na literatura (Cortese et al., 2016;
Nigg et al.,, 2016) concordam na associacdo significativa entre TDAH e
obesidade, entretanto, ao agrupar estudos entre idades e ambos 0s sexos,
divergem. Por exemplo, conforme um estudo recente, realizado com dados do
Inquérito Longitudinal Nacional da Saude do Adolescente a Saude do Adulto, foi
relatado que pessoas com TDAH, incluindo homens e mulheres, quando
apresentavam o0 subtipo predominante hiperativo—impulsivo estavam
associados a um IMC significativamente maior, quando comparados a individuos
sem TDAH. Enquanto, somente mulheres, estavam associadas ao maior risco
de IMC, quando apresentavam o subtipo predominante desatento (Inoue,
Howard, Stickley, Yazawa, & Gordon-Larsen, 2019).

Isso pode ser resultado dos diferentes subtipos do transtorno, de
disturbios mentais associados, além de uma grande variabilidade na gravidade,
na persisténcia dos sintomas ao longo da vida e nas taxas de prevaléncia entre
0s sexos (Stergiakouli et al., 2012; Waldman & Gizer, 2006). Sabe-se que na
infancia o TDAH é aproximadamente duas vezes mais comum em meninos do
gue em meninas (G. Polanczyk & Jensen, 2008). A maior exteriorizacdo dos
sintomas hiperativos / impulsivos nos meninos, faz com que o TDAH se torne
mais evidente, facilitando o diagnostico. Ao contrario das meninas com TDAH,
pois apresentam predominio dos sintomas de desatencdo, causando menos
incbmodo as familias e a escola e sendo, portanto, menos encaminhadas ao
tratamento (Biederman et al., 2004; Rohde & Halpern, 2004). Ja na fase adulta,
comumente as mulheres buscam mais assisténcia a saude, o0 que,
conseguentemente, acaba refletindo em uma distribuicdo mais balanceada entre
0s sexos (Biederman et al., 2004).

Sabe-se que o TDAH é um transtorno extensivamente heterogéneo e a
definicdo desse fendtipo € um assunto amplamente debatido na literatura. Os
estudos apontam para um sistema poligénico multifatorial, onde grande parte da
susceptibilidade ocorre devido a influéncias de diversas variantes de risco, cada
uma com pequenos efeitos, interagindo através de seus efeitos aditivos e
interativos (Biederman et al., 2004). Diante disso, é relativamente possivel que

em outras amostras os portadores possam ter diferido nas caracteristicas e no
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curso clinico, principalmente devido a alta prevaléncia da presenca de
comorbidades associadas, e da ampla heterogeneidade (Thapar, Langley,
Owen, & O'Donovan, 2007). Inclusive, € provavel que a heterogeneidade
diminua o poder de detectar uma significativa associacdo genética, pois o
resultado pode ocorrer devido a varios conjuntos de genes ou mecanismos
genéticos, e tendo em vista que nossa amostra foi composta por individuos
adultos, e criancas com multiplas comorbidades associadas.

Mesmo que, a maioria dos estudos tenha utilizado critérios diagnosticos
similares, é interessante notar, que varios aspectos da sintomatologia do TDAH
possuem etiologias particulares sugerindo que amostras diferentes clinicamente
podem evidenciar fatores etioldégicos diversos (Tatiana Roman, Rohde, & Hutz,
2002).Portanto, sabe-se que muitas doengas complexas apresentam
sobreposi¢cdes em nivel observacional, logo é possivel que se correlacionem em
nivel genémico também, como ja vem sendo demonstrado.

Evidéncias indicam que o balanco energético positivo pode estar
associado as disfun¢fes executivas concomitantes no Sistema Nervoso Central
(SNC). Gerando alteracbes no sistema de recompensa, no comportamento
alimentar e no padrdo do sono. Dessa forma, tendo em vista o forte contribuinte
genético, pode resultar consequéncias substanciais para 0 aumento de
sobrepeso e obesidade em portadores de TDAH (Cortese et al., 2016).

Os resultados obtidos no estudo de associacéo deste trabalho, revelam
associacfes nominalmente significativas para TDAH, para alelos de efeito
protetivos e de risco em 5 SNPs proximos aos genes CADM2, LRRNC6, MTCHZ2,
FTO e GIPR.

O “Gene mass fat obesity” (FTO) € um dos mais conhecidos na
susceptibilidade a obesidade (Loos & Yeo, 2014). Em humanos, o FTO esta
localizado no cromossomo 16g12.2, sendo amplamente expresso em Varios
tecidos, mas é mais altamente expresso no cérebro, especialmente no
hipotalamo. Ainda que, o local de acéo deste gene no balanco energético ndo
seja claro, foi visto que em estudos com camundongos, o FTO €& expresso
especialmente em altos niveis no centro do apetite, localizado no nucleo
arqueado do hipotalamo (Tung et al., 2010). Na literatura, é visto que as variantes
genéticas no primeiro intron do FTO estédo fortemente associadas a obesidade
poligénica (Babenko, Babenko, Gamieldien, & Markel, 2019).Recentemente um
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estudo encontrou que o alelo A do SNP rs1558902 no gene FTO estava
associado a obesidade infantil, apés correcdo de Bonferroni, continuou se
mantendo associado ao aumento dos niveis de leptina, sugerindo o componente
neuronal deste polimorfismo (Fu et al., 2017).

Em nosso estudo, observamos que o alelo A do SNP rs1558902 no gene
FTO fornece protecédo para TDAH. Porém, o mesmo alelo parece aumentar o
IMC em estudos de GWAS do IMC (Locke et al., 2015; Speliotes et al., 2010), ou
ser de risco para desfechos relacionado a obesidade (Fu et al., 2017). Assim, a
evidéncia encontrada em nosso estudo ndo corrobora com a hipotese de que a
susceptibilidade a um maior IMC confira risco ao TDAH.

Outro gene que ha forte evidéncia na literatura com correlagbes com a
obesidade é o Receptor Acoplado a Proteina G para o Polipeptideolnsulino-
tropico dependente de glicose (GIPR). Em humanos, estd localizado no
cromossomo 19g13.32, é expresso em diversos tecidos, em especial nas células
adiposas e pancreaticas, mas também no SNC. Em estudos in vitro, foi analisado
a expressao GIPR no tecido adiposo humano, em individuos magros e obesos.
Foi revelado que a sinalizacdo GIP / GIPR € interrompida em estados de
resisténcia a insulina, como por exemplo nos casos de obesidade (Killion et al.,
2018).

No estudo de Qi e colaboradores (2012), o alelo T do SNP rs2287019 em
GIPR foi associado a maiores reducfes no peso corporal, glicemia e insulina em
jejum, e HOMA-IR (indice utilizado para avaliar resisténcia a insulina) em
participantes dos grupos de dieta com baixo teor de gordura. Deste modo, como
a inibicdo da sinalizacdo mediada pelo GIPR pode prevenir a obesidade pela
diminuicdo da glicemia, e consequentemente a melhora na sensibilidade a
insulina (Killion et al., 2018) é provavel que o alelo T da variante GIPR rs2287019
esteja associado com sinalizagédo GIPR prejudicada, embora a funcionalidade
desta variante ndo tenha sido esclarecida. Essas observacfes podem refletir o
favor aditivo de possiveis efeitos da secrecdo de GIP pelo consumo de dietas
gordurosas e a funcdo GIPR comprometida as variacdes genéticas (Qi, Bray, Hu,
Sacks, & Qi, 2012). No presente estudo, encontramos um risco maior para TDAH
associado ao alelo T do SNP rs2287019. Entretanto, para os resultados do
estudo GWAS do IMC (Locke et al., 2015), o alelo C estava associado com o

risco para aumento de IMC. Sendo assim, nossos achados seguem em
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contrapartida a hipétese de que susceptibilidade a maior IMC poderia conferir
risco concomitante ao TDAH.

Outro achado interessante, é a Proteina neuronal de repeticao rica em
leucina 6C codificada pelo gene LINGO2. A familia LINGO inclui LINGO1-
LINGO4, e dentre estas, apenas LINGO1 e LINGO2 foram detectadas no cérebro
de camundongos adultos, e parecem estar restritas no tecido neuronal. A
proteina LINGO1 é conhecida por desempenhar um papel importante na
plasticidade neural, e na integridade do neurdnio dopaminérgico. As hipoteses
para a acdo molecular deste gente, se baseia que possivelmente as duas
proteinas estimem func¢des semelhantes, dado o alto grau de homologia entre
as proteinas LINGOL1 e LINGO2 (61%) (Su, Chen, Chen, & Wu, 2012). Variacdes
nesse gene ja foram encontradas em diversas ancestralidades, em criangas
latino-americanas, foi associado com obesidade poligénica (Abadi et al., 2016).
Em criancas de ancestralidade europeia, foi associado a obesidade sindréomica,
além disso, curiosamente foi relatado variantes neste gene, associado a
distarbios psiquiatricos, em idosos.

No estudo de Rask-Andersen e colaboradores (2015) foi analisado
variantes comuns que estariam influenciando o ganho de peso na populacéo
idosa na Suécia, utilizando dados da Coorte de Investigacdo Prospectiva da
Vasculatura em Idosos de Uppsala (Rask-Andersen, Almen, Lind, & Schioth,
2015). Foi encontrado que o alelo G no SNP rs10968576 estava associado ao
risco para aumento de IMC. Assim como, no estudo de GWAS de IMC, também
foi identificando que o mesmo alelo est4 associado ao risco para aumento de
IMC (Locke et al., 2015). Em nosso estudo, encontramos que o alelo G é protetor
para TDAH, logo em sentido oposto a ideia que a susceptibilidade ao maior IMC
estaria associada também a conferir risco ao TDAH.

Outra associacao positiva para TDAH que encontramos foi para o SNP
rs13078960. Este polimorfismo esta localizado em um intron, proximo ao gene
que codifica a Molécula de Adeséao Celular 2 (CADM?2). Esta, faz parte da familia
de moléculas de adesdo neuronal, que sao expressos em neurdnios no cérebro
em desenvolvimento e localizados em sinapses excitatdrias e inibitérias (Fogel
et al., 2007). Para tanto, é previsto que os complexos de adeséao transsinaptica

organizem as sinapses em desenvolvimento, tendo em vista que as sinapses
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séo juncdes de células assimétricas com lados pré-sinapticos e pds-sinapticos
precisamente justapostos (Fogel et al., 2007).

Estudos recentes descobriram que a variante de risco rs13078960 se
associa ao aumento da expressdao de CADM2 no hipotalamo de individuos
humanos. No mesmo estudo, ainda foi encontrado que a exclusdo de CADM2
em camundongos obesos (Camd2 / ob) resultou em menor adiposidade,
menores niveis sistémicos de glicose, aumento na sensibilidade a insulina, na
atividade locomotora, na taxa de gasto de energia e na temperatura corporal
central (Yan et al., 2018). De acordo com estudos GWAS publicado nos ultimos
anos, € visto um componente genético compartilhado mostrando associacdes
nominais significativas para variantes do gene CADM2 associadas com o
aumento de IMC bem como para TDAH (Albayrak et al., 2013; Clifton et al., 2018;
Strawbridge et al., 2018)

Em especifico, um estudo encontrou associacao positiva para 0 aumento
do IMC com o SNP rs13078960 interagindo com o estilo de vida. No estudo
PROMIS, em uma de suas analises, foi testado os principais marcadores
associados ao IMC para interacdbes com atividade fisica. Foi detectado
interacbes nominais para o l6cus rs13078960 com a frequéncia de atividade
fisica dos individuos. Observou-se quando os individuos eram inativos, os 3
gendtipos TT, TG e GG eram estaveis em relacdo ao IMC. Mas, o intrigante foi
que quando os individuos eram moderadamente ativos, o resultado foi
contraditorio, pois o gendtipo TG foi associado ao aumento de IMC, ao mesmo
tempo que o GG foi associado a perda de peso. Contudo, em individuos ativos,
fica evidente que o exercicio fisico regular afeta positivamente os individuos com
0s gendtipos TT e TG. Isto pode ocorrer, pelo fato da composi¢cao molecular do
gene CADM2 ainda ndo ser compreendida, consequentemente, € dificultoso
analisar até onde o gene pode interferir no ganho de peso (Ahmad et al., 2015).

Tomadas em conjunto, essas evidéncias demonstram que
o CADM2 desempenha um papel fundamental nos processos neurais, bem
como pode ser um gene potencial envolvido no metabolismo energético. Uma
vez que, no estudo do GIANT (Locke et al., 2015) identificou o alelo G do
polimorfismo rs13078960 associado ao aumento do IMC, e em nosso trabalho

este alelo foi protetor ao TDAH.
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O ultimo gene associado nominalmente ao TDAH em nosso estudo, € o
Homélogo 2 do Portador Mitocondrial 2 (MTCH2). Ele é um repressor da
fosforilacdo oxidativa mitocondrial (OXPHOS), também é membro da familia
SLC25 de transportadores nucleares que estdo localizados na membrana
mitocondrial interna. Os membros desta superfamilia estdo envolvidos em
diversas vias metabdlicas e funcdes celulares. Esse gene € altamente expresso
em tecido adiposo branco e adipdcitos, em vista disso, estudos encontraram a
relacdo direta entre o SNP rs3817334 e a alteracdo na expressdo do gene
MCTH2 no tecido adiposo subcutaneo (Speliotes et al., 2010)

Recentemente pesquisadores brasileiros (Buzaglo-Azriel et al., 2016)
descobriram que os camundongos deficientes de MCTH2 no musculo séo
protegidos contra indugao de obesidade e hiperinsulinemia induzidas pela dieta,
e demonstrando aumento do gasto energético. A eliminacdo do MCTH2
muscular também mostra uma preferéncia pela utilizacdo de carboidratos e
aumento das mitocondrias e enzimas glicoliticas. Assim, o gene MCTH2
compartilha papéis importantes tanto na biologia muscular, como possivelmente
no metabolismo. Em nosso estudo, observamos que o alelo T do SNP rs3817334
confere protecdo para TDAH. O mesmo, também confere aumento de IMC no
estudo de GWAS do GIANT (Locke et al., 2015). Diante disso, os estudos
encontram medidas para o alelo de efeito T para risco de aumento de IMC (Graff
et al.,, 2017; van Vliet-Ostaptchouk et al., 2013). Em contrapartida, mostrando
direcbes opostas para as medidas de efeito que encontramos em noSS0S
resultados para o TDAH, assim ndo sustentando a hipotese de que a
susceptibilidade ao maior IMC confira risco ao TDAH.

Nossos resultados devem ser interpretados considerando algumas
limitagBes. Para analises de associacdo baseadas em familias, € necessario um
grande numero, e de diversas familias para uma analise paramétrica.
Consequentemente, € provavel termos encontrado poucas associacdes devido
ao reduzido numero de individuos analisados, contribuindo para a reducao do
poder estatistico. Outra limitacdo se refere a auséncia de dados de IMC na nossa
amostra, o que nos impediu de verificar a associacdo entre os marcadores
avaliados e o desfecho.

Por outro lado, 0 nosso estudo apresenta fortalezas. A estratificacédo da

populacdo também é um fator importante a ser relevado em estudos de
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associacdo genética. Contudo, estudos baseados em familias sdo robustos a
esse tipo de viés e a nossa amostra apresenta alto componente de
ancestralidade europeia. A escolha de polimorfismos foi baseada em analise
gendmica e o tema estudado é relativamente novo e pouco abordado na
literatura.

Por fim, o presente estudo, ndo apresenta forte evidéncia da contribuicéo
de marcadores genéticos de IMC na susceptibilidade genética ao TDAH.
Entretanto, pudemos encontrar sugestdes de associacdo, algumas na direcéo
de efeito concordante e outras ndo. Esses resultados indicam que,
individualmente, os polimorfismos podem ter um efeito pequeno. A replicacao
em amostras maiores e o emprego de abordagens analiticas que englobem o
genoma completo, como escores de risco poligénico, ou associa¢gbes baseadas
em genes sao alternativas que podem aumentar o conhecimento atual sobre a

relacdo genética entre os fenotipos.
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Tabela 1. Caracterizagcdo dos casos da amostra, segundo varidveis demograficas,
apresentacdes de TDAH e comorbidades.

Variavel Média
(N =259) (Desvio Padréo)
Caracteristicas
Demograficas
Idade (anos), média 259 10,42 (3,2)
(BP)
Ql, média (DP) 255 93,52 (13,1)
Sexo, N masculino 259 198 (76,1)
(%)
Cor da pele 259
Branco, N (%) 216 (83,4)
Castanho ou 43 (16,6)
preto, N (%)
Apresentacbes 259
de TDAH
Desatento, N (%) 144 (44,0)
Hiperativo, N (%) 13 (5,0)
Combinado,N (%) 122 (47,1)
Sublimiar, N (%) 10 (3,9)
Comorbidades 259
Transtorno de 258 36 (13,9)
Conduta, N (%)
T. Desafiantes de 258 92 (35,5)
Oposicéo, N (%)
Transtornos do 241 23 (8,9)
humor, N (%)
Transtorno de 241 72 (27,8)

ansiedade, N (%)
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Tabela 2. Resultados para analises de associacdo dos marcadores genéticos associados ao IMC & susceptibilidade genética do TDAH.

SNP Gene CHR PB Al A2 HWE FRQ A1 OR IC (95%) p

rs657452 AGBL4 1 49589847 A G 1 0,393 1,08 0,84-1,40 0,562
rs11583200 ELAVL4 1 50559820 C T 0,369 0,423 0,98 0,77-1,24 0,853
rs3101336 NEGR1 1 72751185 A G 0,845 0,326 0,89 0,69-1,16 0,391
rs12566985 FPGT-TNNI3K 1 75002193 C T 0,594 0,463 0,91 0,72-1,17 0,465
rs12401738 FUBP1; USP33 1 78446761 A G 0,820 0,276 1,15 0,87-1,53 0,320
rs11165643 PTBP2 1 96924097 C T 1 0,426 0,85 0,66-1,09 0,188
rs17024393 GNAT2; AMPD2 1 110154688 C T 1 0,023 0,75 0,35-1,59 0,439

rs543874 SEC16B 1 177889480 G A 0,791 0,209 1,01 0,75-1,37 0,939
rs2820292 NAVI 1 201784287 C A 0,075 0,500 1,03 0,79-1,33 0,844
rs13021737 GNPDA2; 1 632348 A G 0,565 0,116 0,75 0,52-1,09 0,129

GABRG1
rs10182181 NCOA1 SH2B; 2 25150296 G A 0,063 0,490 1,02 0,79-1,32 0,896
APOBR

rs11126666 KCNK3 2 26928811 A G 0,807 0,239 1,04 0,78-1,39 0,771
rs1016287 LINC01122 2 59305625 T C 0,517 0,278 0,96 0,74-1,26 0,785
rs11688816 EHBP1 2 63053048 G A 0,597 0,483 0,95 0,75-1,21 0,668
rs2121279 LRP1B 2 143043285 T C 0,766 0,074 0,81 0,52-1,27 0,357
rs1528435 UBE2E3 2 181550962 C T 0,388 0,366 1,03 0,79-1,34 0,818
rs7599312 ERBB4 2 213413231 A G 0,908 0,278 1,28 0,96-1,69 0,088
rs6804842 RARB 3 25106437 A G 0,791 0,483 1,22 0,95-1,56 0,117
rs2365389 FHIT 3 61236462 T C 0,477 0,448 0,83 0,65-1,07 0,156
rs3849570 GBE1 3 81792112 A C 0,368 0,344 1,19 0,91-1,56 0,198
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Regresséo logistica considerando os probandos e design de pseudo controle (N = 259 casos e 259 pseudo controles). SNP: Polimorfismo de nucleotideo Gnico;
CHR: Cromossomo; PB: Pares de base; Al: Alelo de menor frequéncia, com base em todas as frequéncias da amostra; A2: Alelo de maior frequéncia; HWE:

Equilibrio de Hardy-Weinberg (valor p); FREQ Al: Frequéncia do alelo de efeito; OR: Odds Ratio; IC(95%): Intervalo de confianc¢a; Valor p.
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