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1. INTRODUCAO

Crescente numero de evidéncias mostram que a microbiota intestinal esta inti-
mamente relacionada a saude do hospedeiro e envolvida na etiologia de distlrbios
psiquiatricos (DEMONTIS et al., 2019; MEDEIROS & COSTA, 2020; NI et al., 2022).
O “eixo microbioma-intestino-cérebro”, esta envolvido nessa comunicagao
bidirecional entre os microrganismos que habitam o microbioma intestinal e o
sistema nervoso central (MONTIEL-CASTRO, GONZALEZ-CERVANTES, BRAVO-
RUISECO, & PACHECO-LOPEZ, 2013).

Um dos transtornos do neurodesenvolvimento mais comuns na infancia e ado-
lescéncia € o transtorno de déficit de atencéo e hiperatividade (TDAH), caracterizado
por um conjunto de sintomas comportamentais de impulsividade, hiperatividade e de-
satencdo (DEMONTIS et al.,, 2019). Estima-se que a prevaléncia mundial seja
aproxi- madamente 5% (WOO et al., 2014). O TDAH é o resultado de complexas
interacdes entre diversos fatores ambientais e genéticos (GRIMM, KRANZ, & REIF,
2020). InvestigagOes recentes mostram associagcdo entre aumento na diversidade
alfa quanto na abundancia de Bifidobacterium e a presenca de TDAH (AARTS et al.,
2017; WANG et al., 2020). Assim, sugere-se que alteracdes do microbioma possam
contribuir tanto para o agravamento dos sintomas quanto no tratamento do
transtorno (ABD EL BAAKI et al., 2021). Entretanto, os potenciais mecanismos para
tal associacdo ainda ndo sao cla- ros.

Um dos genes do hospedeiro cuja associacdo € mais consistente com padrdes
de composicdo do microbioma intestinal € o gene da enzima lactase (LCT), cujas va-
riantes estao relacionadas a intolerancia a lactose (hipolactasia), ou seja, a incapaci-
dade de degradar a lactose (SANNA, KURILSHIKOV, VAN DER GRAAF, FU, &
ZHERNAKOVA, 2022). Variantes genéticas nesse gene foram associadas a
diferencas na abundéancia de bactérias Bifidobacterium do microbioma intestinal
(GOODRICH et al., 2016), sugerindo que o gene LCT do hospedeiro desempenhe
uma fungéo na modulacao da regulagcéo do microbioma intestinal (QIN et al., 2022).

Interessantemente, sabe-se que o TDAH esta intimamente relacionado a alte-
racdes alimentares, como aquelas relacionadas ao consumo de leite e derivados
(YAGHMAIE, KOUDELKA, & SIMPSON, 2013). Alguns artigos mostraram a relacao
entre TDAH e intolerancia a lactose, sugerindo que individuos com TDAH teriam
maior risco para hipolactasia comparado com controles saudaveis (PARK et al.,
2012).

Considerando as informacgdes acima, pode-se supor que o gene LCT seja, tam-
bém importante para explicar a susceptibilidade ao TDAH, e poderia emergir como um
mecanismo para explicar a alteracdo de perfil de microbioma intestinal reportado em
individuos afetados. Entretanto, ndo foi encontrado nenhum estudo que investigue a
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relacdo entre TDAH e variantes em LCT. Nesse sentido, 0 objetivo do presente re-
sumo foi verificar se existe associacdo entre polimorfismos de nucleotideos Unicos
(SNPs) relatados anteriormente como variantes funcionais no gene LCT e TDAH em
uma amostra clinica brasileira.

2. METODOLOGIA

Este estudo foi realizado com 259 criancas e adolescentes brasileiros e seus
pais, recrutados para o Programa de Transtornos de Déficit de Atencéo/Hiperatividade
(PRODAH) do Hospital de Clinicas de Porto Alegre. O TDAH foi diagnosticado a partir
do processo de avaliacdo clinica de trés etapas, descrito anteriormente (SALATINO-
OLIVEIRA et al., 2012), incluindo a aplicacdo de entrevistas diagndsticas
semiestruturadas (Schedule for Affective Disorders and Schizophrenia for School
Aged Children Present and Lifetime Version - K-SADS-PL) por assistentes de
pesquisa treinados e avaliacfes clinicas por experientes psiquiatras infantis.

Amostras de sangue foram coletadas e o DNA total foi extraido. A genotipagem
foi realizada usando o Infinium PsychArray-24 BeadChip. Marcadores adicionais fo-
ram imputados pelo pipeline Rapid Imputation Consortium Pipeline (Ricopili), disponi-
vel em https://github.com/Nealelab/ricopili. A escolha dos polimorfismos do gene LCT
foi fundamentada em achados dos estudos de associacao ampla do genoma (GWAS)
gue mostraram associacao entre o locus do gene LCT e a composi¢cdo do microbioma
intestinal (BLEKHMAN et al., 2015; GOODRICH et al., 2016; KURILSHIKOV et al.,
2021; LOPERA-MAYA et al., 2022; QIN et al., 2022; RUHLEMANN et al., 2021).
Foram selecionados sete SNPs para as andlises (rs3940549, rs182549, rs4988235,
rs2164210,rs1446585, rs56064699, rs3820794).

Para as andlises estatisticas, utilizou-se um delineamento de estudo caso-
pseudocontrole, que é um procedimento alternativo ao teste de transmissao/desequi-
librio de gendtipos no qual o pseudocontrole é criado com os alelos ndo transmitidos
dos pais (SCHWENDER, TAUB, BEATY, MARAZITA, & RUCZINSKI, 2012). Para a
andlise estatistica entre as variantes genéticas escolhidas foi usada regressao
logistica (Razdo de Odds (OR); Intervalo de confianca 95% (1C95%)). As analises de
associacao foramrealizadas no software PLINK, versdo 1.9. Um valor nominal de p <
0,05 foi considerado estatisticamente significativo.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Em maior propor¢ao, a amostra foi composta por meninos (76,4%) e individuos
de cor da pele branca (83,4%). A média de idade dos participantes foi de 10,42 anos
(variando entre 4 e 17 anos) e quase metade dos participantes foi diagnosticado com
subtipo combinado de TDAH (47,1%), seguido de TDAH desatento (44,0%).

A tabela 1 apresenta as variantes genéticas do gene LCT e sua caracterizacdo
molecular e genética. Dentre os sete SNPs avaliados, dois estdo localizados no gene
LCT (rs2164210 e rs56064699) e os demais em regides a jusante e a montante do
gene. Alguns deles estdo localizados em genes vizinhos a LCT: dois no gene MCM6
(rs4988235 e rs182549), que é responsavel pelo controle da expressao deste gene. E
outras trés variantes nos genes préoximos: ZRANB3, R3HDM1 e UBXN4. Um dos
SNPs € uma variante intergénica (rs56064699), entre o gene LCT e MCM6.

Podemos verificar gue nenhuma variante esteve estatisticamente associada ao
desfecho (p > 0,05). A variante rs56064699, em regido 5’ do gene LCT, apesar de nédo
se mostrar associada ao desfecho (IC95% 095-1,64), apresentou OR de 1,25, indi-
cando que aqueles individuos com alelo A para este SNP, apresentam 25% a mais de
susceptibilidade para o TDAH.
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Tabela 1. Caracterizacdo dos SNPs incluidos no estudo e estimativas de associacéo
de regressdo logistica binaria considerando casos de TDAH e desenho de pseudocon-
trole (N = 259 casos e 259 pseudocontroles).

Distancia do gene  Localizagcao

SNP LCT (BP) EA OR IC95% p
rs3940549 411.127pb ajusante  136.138.627 A 0,99 0,76-1,29 0,966
rs1446585 187.275pb a montante 136.407.479 A 1,05 0,82-1,34 0,705
rs3820794 89.208pb a montante 136.505.546 C 1,12 0,87-1,44 0,371
rs2164210 fntron 9 136.580.287 T 1,08 0,84-1,38 0,531
rs56064699 2kb a montante 136.595.706 A 1,25 0,95-1,64 0,115
rs4988235  63.226pb a jusante 136.608.646 A 1,02 0,78-1,32 0,898
rs182549 71.334pb a jusante 136.616.754 T 0,99 0,76-1,28 0,926

Siglas: BP: par de base; EA: alelo de base. Genoma de referéncia humano: GRCh37

De uma maneira geral, os nossos dados nao indicam papel relevante do gene
LCT na susceptibilidade ao TDAH na amostra avaliada. Potenciais explica¢des para
a auséncia de associacao sao: diferencas nas amostras, uma vez que em nosso tra-
balho a amostra é composta por criangas, enquanto as amostras nos estudos dos
quais foram extraidos os SNPs utilizados na associacdo eram fundamentalmente de
adultos. A outra explicacao seria referente a variante rs56064699 que esté ligada tanto
a hipolactasia quanto a deficiéncia congénita de lactase, esse SNP encontra-se em
regido com alto desequilibrio de ligacdo entre MCM6 e LCT.

Outra explicacdo poderia se dar pela miscigenacdo da amostra. Dado o papel
que a regido geogréfica pode ter nessas situacdes de associacdes genéticas, sabe-
se gue europeus apresentam sinais fortes de uma selecéo positiva para persisténcia
da lactase (EVERSHED et al., 2022; MATTAR, DE CAMPOS MAZO, & CARRILHO,
2012) e que a populacéo brasileira é bastante miscigenada, apresentando diferentes
predisposi¢cdes genéticas. Entretanto, a amostra proveniente deste estudo apresenta
alta contribuicdo de ancestralidade europeia. Outra explicacdo para néo
encontrarmos associacao, pode ser o niumero amostral, que pode ter influenciado o
poder estatistico para encontrar associacdo. E necessario um grande tamanho
amostral (casos e controles) para conseguir identificar as regides associadas a
caracteristicas genéticas complexas.

E possivel que outros mecanismos moleculares influenciem a relagcdo TDAH e
microbioma. Este trabalho € inédito, assim, ndo é possivel comparar com outros acha-
dos da literatura com 0 mesmo gene.

4. CONCLUSOES

Até o presente momento, nossos resultados preliminares indicam que os poli-
morfismos presentes no locus do gene LCT n&o possuem um papel relevante na sus-
ceptibilidade do TDAH em criancas. Futuros estudos com maior poder estatistico sdo
necessarios para testar a relagéo entre LCT e TDAH. E possivel que outros elementos
moleculares ndo explorados aqui possam representar mecanismos que expliguem a
relacéo entre TDAH e alteracdes da composi¢ao do microbioma intestinal.
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