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1. INTRODUCAO

O Transtorno de Déficit de Atencao e Hiperatividade (TDAH), conhecido por
ser um transtorno do neurodesenvolvimento de alta prevaléncia na infancia, € ca-
racterizado pela hiperatividade, desatencdo e impulsividade em niveis excessivos
(POLANCZYK et al., 2014). Acometendo cerca de 5% da populagdo infantil e per-
sistindo em dois tercos dos individuos na idade adula, o TDAH é capaz de compro-
meter ndo somente o processo de aprendizagem infantil, como também o grau de
desempenho do individuo adulto, tido também como preditor para inimeras comor-
bidades (POLANCZYK et al., 2014; DIRKS et al., 2017). Ainda com etiologia ndo
totalmente compreendida, evidéncias apontam para uma base genética fomentada
em cima de muitos genes com pequenos efeitos individuais (TRIPP & WICKENS,
2009).

Revolucionando a forma limitada e demorada anteriormente utilizada para
associar marcadores genéticos a doencas e fenétipos complexos, os Estudos de
Associacdo Gendmica Ampla (GWAS) fazem uma varredura completa do genoma
humano, apontando polimorfismos de variante Gnica (SNPs) associados ao que se
deseja investigar (UITTERLINDEN, 2016). Dessa forma, os estudos de GWAS per-
mitem um olhar mais amplo acerca dos mecanismos que envolvem iniUmeras ca-
racteristicas e patologias — incluindo o TDAH. O GWAS mais recente para TDAH,
realizado por DEMONTIS et al. (2022), contou com 38.691 individuos com TDAH e
186.843 controles de ascendéncia europeia e identificou 27 loci associados de
forma significativa ao transtorno. Este estudo ainda apontou uma variante comum
em individuos com TDAH associada a prejuizos cognitivos, raciocinio verbal e fun-
cOes executivas, dentre elas a atencdo (DEMONTIS et al, 2022). Neste contexto,
foram identificados 76 genes plausiveis de risco para TDAH, expressos principal-
mente no cortex frontal e durante o desenvolvimento inicial encefalico. Como resul-
tado das analises de enriquecimento funcional, esses genes foram significativa-
mente super expressos durante o desenvolvimento inicial do cérebro embrionario,
sendo associados a varios subtipos neuronais encefalicos especificos, em especial
0s neurdnios dopaminérgicos do cérebro médio (DEMONTIS et al, 2022).

Considerando a importancia de estudos como o de DEMONTIS et al (2022)
e a caréncia de estudos em amostragens brasileiras, torna-se importante investigar
se as variantes observadas no GWAS séo, também, associadas ao transtorno na
populacédo brasileira. O objetivo deste estudo é testar a associacao entre 0s 27 loci
identificados no maior e mais recente GWAS para o TDAH em uma amostra clinica
brasileira de probandos com TDAH e seus pais.
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2. METODOLOGIA

A amostra é composta por 259 probandos com TDAH e seus pais biologicos,
recrutados no Programa Ambulatorial de TDAH (ProDAH) do Hospital de Clinicas
de Porto Alegre (HCPA). O diagndstico foi realizado com base em critérios do Ma-
nual Diagnostico e Estatistico de Transtornos Mentais (DSM-1V) (AMERICAN
PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 1991). Foram coletadas amostras de sangue dos
participantes e de seus pais, a partir do qual o DNA total foi extraido por procedi-
mento padrdo (LAHIRI & NURNBERGER-JR, 1991). O Infinium PsychArray-24 Be-
adChip foi utilizado para genotipar ~593.260 marcadores nas amostras de pais e
filhos. As variantes ndo genotipadas foram imputadas pelo protocolo Rapid Impu-
tation Consortium Pipeline (Ricopili) (LAM et al, 2020), empregando como painel de
referéncia, os dados da populacdo europeia obtidos pela fase 3 do Projeto 1000
Genomas. Para fins de imputacao e posterior analises, o delineamento de familias
foi transformado em caso-pseudocontrole, em que os alelos ndo transmitidos cor-
respondem aos pseudocontroles.

As variantes selecionadas para analise, foram consideradas a partir do ultimo
GWAS para TDAH (DEMONTIS et al, 2022), totalizando 27 loci: rs549845,
rs1438898, rs2886697, rs9877066, rs7613360, rs2311059, rs17718444,
rs114142727, rs17576773, rs6537401, rs4916723, rs77960, rs10875612,
rs2025286, rs73145587, rs9969232, rs7844069, rs4925811, rs11255890,
rs11596214, rs2582895, rs704061, rs76284431, rs1162202, rs76857496,
rs7506904, rs6082363. Também foram aplicados filtros de exclusédo para todas as
variantes ndo genotipadas, para variaveis com presenca de missing (>5%), consi-
derando equilibrio de Hardy-Weinberg de p-valor >0.01 e a frequéncia de alelo de
menor frequéncia (MAF) < 1%. Os dados referentes as 27 variantes foram extraidos
do banco genémico e usadas como exposi¢cdo para as analises, de maneira inde-
pendente. A associacao entre as variantes e TDAH foi testada por meio de regres-
sao logistica, empregando o modelo genético aditivo, obtendo-se a frequéncia do
alelo menor (MAF), odds ratio (OR), intervalo de confianca de 95% (IC95%) e p-
valor, onde as associacdes foram consideradas estatisticamente significativas
guando p-valor <0,05 — e o p-valor < 0,002 (corrigido pelo Teste de Bonferroni). As
analises foram realizadas no software PLINK 1.9. Posteriormente para analisar o
papel funcional dos polimorfismos foram coletadas informagdes sobre as variantes
genéticas estatisticamente associadas, no ClinVar (NCBI), no RegulomeDBv2, no
HaploRegv v3, no portal do Genotype-Tissue Expression (GTEXx), e no QTL base,
que contém dados de 233 caracteristicas quantitativas de loci (QTL) de estudos
independentes sobre 13 tragcos moleculares humanos e mapeou-os em 78 tipos de
tecidos/células humanas (DONG & BOYLE, 2019; ZHENG et al, 2020).0 estudo foi
aprovado junto ao comité de ética da Faculdade de Medicina (FAMED) da Univer-
sidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A amostra € composta de 76,4%(n=198) individuos do sexo masculino,
83,4%(n=216) de cor da pele branca, apresentando média de idade de 10,42 anos
(DP+3,2), QI médio de 93,52 (DP+£13,1). Com relacdo aos subtipos de TDAH,
44%(n=114) apresentou o subtipo desatento, 5%(n=13) o subtipo hiperativo e
47,1%(n=122) apresentaram o subtipo combinado, 3,9%(n=10) apresentaram va-
lores limitrofes para diagndéstico. Quanto a transtornos adicionais, 35,5%(n=92)
apresentaram Transtorno Desafiador de Oposicao, 27,8%(n=72) Ansiedade,
13,9%(n=36) Transtorno de conduta e 8,9%(n=23) Transtorno de Humor.

Das 27 variantes de interesse, 0s loci rs9877066, rs2311059, rs114142727,
rs4916723, rs4925811 e rs1162202 foram removidos apos aplicacdo dos critérios
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de controle de qualidade, resultando nas demais 21 variantes extraidas com su-
cesso. Apos correcao de multiplos testes de Bonferroni, ndo encontramos nenhuma
associacdo entre os SNPs anteriormente mencionados e TDAH, em nossa amos-
tra. Entretanto, uma associacao nominal (p<0,05) foi encontrada para a variante
rs7844609. O incremento do alelo G foi associado a um aumento do odds de ter
TDAH em 1,29 vezes (OR=1,29; IC95%= 0,6133 — 0,9790; p=0,0325). As estimati-
vas da associacao para os polimorfismos restantes sdo apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1. Estimativas de associacdo para 21 SNPs previamente associados aoc TDAH (DEMON-
TIS et al. (2022) na amostra de pacientes em acompanhamento no Programa Ambulatorial de
TDAH do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (ProDAH). Rio Grande do Sul, 2022. (n=259)

SNP CHR Bp Alelo OR IC95% P
rs7844069 8 93277087 T 0,7748 0,6133 - 10,9790 0,0325*
rs2582895 11 28602173 A 0,8007  0,6233 - 1,0280 0,0818
rs1438898 2 145714354 C 0,7936 0,5737 —1,0980 0,1625
rs6082363 20 93277087 T 1,2100 0,9128 —1,6040 0,1849
rs76857496 18 5871800 A 0,7633 0,5100 —-1,1420 0,1891
rs73145587 7 67685754 T 1,3240 0,8637 —2,0290 0,1980
rs704061 12 9771903 C 0,8695 0,6808 —1,1110 0,2628
rs2025286 6 70858701 C 1,1410 0,8997 — 1,4460 0,2770
rs76284431 14 98690923 A 1,2160 0,8541 - 1,7300 0,2783
rs7506904 18 50625779 G 0,8796  0,6911-1,1190 0,2970
rs6537401 4 147099654 A 1,1080 0,8353-1,4700 0,4760
rs7613360 3 49916710 T 0,9236  0,7166 — 1,1900 0,5391
rs549845 1 44076469 G 1,0680 0,8239 —1,3840 0,6200
rs77960 5 103964585 A 1,0580 0,8000 - 1,3990 0,6932
rs17718444 3 71499401 T 1,0480 0,8071 - 1,3600 0,7263
rs11255890 10 8784773 C 0,9754 0,7591 — 1,2530 0,8454
rs10875612 5 144474779 C 0,9779 0,7699 — 1,2420 0,8548
rs9969232 7 114158954 G 0,9885 0,7633 — 1,2800 0,9302
rs2886697 3 20724204 A 1,0110 0,7693 —1,3300 0,9355
rs11596214 10 106453832 A 0,9911  0,7765 - 1,2650 0,9430
rs17576773 4 112217523 T 1,0090 0,6856 — 1,4850 0,9639
*P-valor <0,05
Bp: GRCh37

A variante associada nominalmente, esta localizado no brago curto do cro-
mossomo 8, em regido intergénica, sem genes anotados no genoma dentro de uma
regidao de 50 kb. Quanto as analises funcionais, ndo foi observado resultados de
alteracdo de funcionalidade no repositorio Clin Var, GTEx e Haploreg. No Regulo-
meDB, foi encontrado um escore de 7 como resultado da técnica de Transcription
Factor ChIP-seq, o que sugere pouca evidéncia funcional desde SNP. Na base de
dados QTLbase, quando uma regido de +/- 10M de entorno ao rs7844609 é consi-
derada, achamos informacé&o sugestiva (p=0,0764) de que o alelo G do SNP tem
atividade regulatéria da expresséo génica (eQTL, do inglés expression Quantitative
Trait Loci), com efeito negativo na expressdo do gene RUNX1T1 (RUNX1 partner
transcriptional co-repressor 1), no tecido retinal, também sugerindo baixo potencial
funcional da variante.
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Com relacdo aos achados do estudo de DEMONTIS et al (2022) a direcao
da associagao nao foi consistente com as medidas de efeito observadas na amos-
tra brasileira. Nosso estudo revelou que o alelo G apresenta um risco aumentado
para o TDAH. Vale salientar que € possivel que diferentes variantes possam influ-
enciar a susceptibilidade de populacdes néo europeias, sendo necessario conside-
rar a grande variabilidade oriunda da miscigenacao caracteristica do Brasil em
nossa amostra. Outro aspecto a ser considerado, é o estagio do ciclo vital nos quais
a doenca persiste, visto que nossa amostra € composta apenas por criangas. Desta
forma, mais estudos sdo necessarios para avaliar os efeitos deste gene e desta
regido, bem como a respeito de outros SNPs relacionados com o TDAH, em espe-
cial em amostragens brasileiras.

4. CONCLUSOES

Neste estudo, a associacao sugestiva de um de 21 loci reportados no maior
e mais recente GWAS para TDAH foi observada em nossa amostra. O efeito
funcional do rs7844069 € ainda pouco conhecido. Mais estudos em populacdes
brasileiras, com maior tamanho amostral, sdo necessarios para explorar a relacéo
entre os SNPs testados aqui e TDAH.
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