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RESUMO

Costa TVMM. Construcdo do perfil de metilagdo de individuos portadores do
transtorno do deficit de atencdo e hiperatividade (TDAH) utilizando as técnicas de
array e MLPA [tese]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo;
2019.

O Transtorno do Déficit de Atencdo e Hiperatividade (TDAH) é uma sindrome
comportamental comum que se inicia na infancia e afeta aproximadamente 5,3% de
criancas em todo o mundo. Devido a sua complexidade etiolégica, até 0 momento nédo
foram encontrados marcadores biologicos consistentes para 0 TDAH. Entretanto, a alta
herdabilidade que o transtorno apresenta indica uma forte influéncia de fatores
genéticos. Estudos recentes tém apontado para o envolvimento de processos
epigenéticos na etiologia do TDAH. Um dos principais mecanismos epigenéticos é a
metilacdo do DNA, que geralmente esta relacionada ao silenciamento transcricional de
genes em ilhas CpGs, as quais podem estar associadas aos promotores génicos, aos
corpos dos genes e as regides 5° e 3 UTRs (untranslated regions). Desta forma,
investigamos se as alteracdes genéticas do TDAH podem estar relacionadas a metilacao
do DNA através da construcdo de perfis de metilacdo de DNA do sangue periférico.
Neste trabalho, recrutamos individuos (n=29) entre 06 e 14 anos de idade com
diagnostico clinico de TDAH para participar do estudo. O recrutamento foi realizado no
Nucleo de Atendimento Neuropsicoldgico Infantil Interdisciplinar (NANI), da
Universidade Federal de Sdo Paulo (UNIFESP). Criancas de 06 a 11 anos (n=11) com
diagndstico clinico negativo para 0 TDAH também foram selecionados para o estudo
como controles. Amostras de sangue periférico de individuos com e sem TDAH foram
coletadas para a extracdo de DNA linfocitario e posterior realizacdo das técnicas de
array de metilacdo, array de SNPs e MLPA de metilacdo. Os dados obtidos dos arrays
de metilacdo foram tratados e analisados utilizando-se pacotes especificos no R. Os
arrays de SNPs foram analisados no BlueFuse. J& os dados dos MLPAs de metilacdo
foram analisados no GeneMarker. Dentre os resultados, podemos destacar a via
“Dopaminergic synapse” como um achado importante obtido pelo enriquecimento
realizado com base nas analises comparativas dos arrays de metilacdo entre 0s grupos
TDAH e Controle. Tal achado corrobora com outros estudos cujas evidéncias indicam
forte associacdo genética entre vias dopaminérgicas e 0 TDAH. Desta maneira, torna-se
fundamental a realizacdo de novos estudos epigenéticos para nos permitir uma melhor
compreensdo do papel da metilacdo do DNA na etiologia do TDAH.

Descritores: Transtorno do déficit de atencdo com hiperatividade; Metilacdo de DNA,;
Epigenémica; Expressdo génica; Analise de sequéncia com séries de oligonucleotideos;
Polimorfismo de nucleotideo tnico.



ABSTRACT

Costa TVMM. DNA methylation profile of individuals with attention deficit
hyperactivity disorder (ADHD) performed by array and MLPA techniques [thesis]. Sdo
Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo”; 20109.

Attention Deficit Hyperactivity Disorder (ADHD) is a common childhood behavioral
syndrome that affects approximately 5.3% of children worldwide. Due to its etiological
complexity, no consistent biological markers for ADHD have been found so far.
However, its high heritability indicates a strong influence of genetic factors. Recent
studies have pointed to the involvement of epigenetic processes in ADHD etiology.
DNA methylation is one of the major epigenetic mechanisms and is generally related to
transcriptional silencing of genes in CpGs islands, which may be associated with gene
promoters, gene bodies and untranslated regions (5" and 3' UTRs). Thus, we
investigated whether ADHD genetic alterations may be related to DNA methylation by
performing peripheral blood DNA methylation profiles. In this study, we recruited
individuals (n = 29) between 06 and 14 years old with clinical diagnosis of ADHD to
participate in the study. The recruitment was performed at “Nucleo de Atendimento
Neuropsicoldgico Infantil Interdisciplinar” (NANI), “Universidade Federal de Sao
Paulo” (UNIFESP). Children (n = 11) aged 6 to 11 years with negative clinical
diagnosis for ADHD were selected for the study as controls. Peripheral blood samples
from individuals with and without ADHD were collected for lymphocyte DNA
extraction and subsequent realization of methylation array, SNP array and methylation
MLPA techniques. Methylation arrays data were processed and analyzed using specific
R packages. SNP arrays were analyzed using BlueFuse. MLPAs methylation data were
analyzed in GeneMarker. Regarding the results, we can highlight “Dopaminergic
synapse” pathway as an important finding obtained by the enrichment based on
comparative analysis of methylation arrays between ADHD and Control groups. Such a
finding corroborates other studies whose evidence indicates a strong genetic association
between the dopaminergic pathways and ADHD. Thus, further epigenetic studies are
essential to better understand the role of DNA methylation in ADHD etiology.

Descriptors: Attention deficit disorder with hyperactivity; DNA methylation;
Epigenomics; Gene expression; Oligonucleotide array sequence analysis;
Polymorphism, single nucleotide.



1. INTRODUCAO

O Transtorno do Déficit de Atencdo e Hiperatividade (TDAH) é classificado
pelo Manual Diagnoéstico e Estatistico de Transtornos Mentais (Diagnostic and
Statistical Manual of Mental Disorders, 5th edition) como um transtorno do
neurodesenvolvimento que se inicia na infancia. E caracterizado por um padrio
persistente de desatencdo e/ou hiperatividade/impulsividade de modo a interferir no
funcionamento e no desenvolvimento, prejudicando, assim, o desempenho social,
académico e/ou ocupacional do individuo (American Psychiatric Association - APA,
2014; Asherson et al., 2016; Thapar e Cooper, 2016).

De acordo com uma metanalise que incluiu 41 estudos realizados em 27
paises de todas as regides do mundo, a prevaléncia estimada do TDAH em criangas na
populacdo geral é de 3,4% (95% IC = 2,6-4,5%). Na maioria dos casos (50-80%) o
transtorno persiste durante a adolescéncia e na vida adulta. A prevaléncia mundial
estimada em adultos, também obtida a partir de estudo um metanalitico, é de 2,5% (95%
IC = 2,1-3,1%) (Fayyad et al., 2007; Simon et al., 2009; Polanczyk et al., 2015;
Asherson et al., 2016; Thapar e Cooper, 2016).

Estudos populacionais comparativos mostram que a prevaléncia do TDAH
ndo varia significativamente de acordo com a localizacdo geografica, mas € influenciada
pela heterogeneidade dos métodos de avaliacdo e das convencgdes diagndsticas
(Polanczyk et al., 2015; Thapar e Cooper, 2016).

O diagnostico do TDAH é fundamentalmente clinico. E o transtorno é mais
frequentemente diagnosticado em meninos do que em meninas, com uma razao
aproximada de 3-4:1, respectivamente. Essa diferenca pode ser atribuida a vieses
relacionados ao diagnostico em meninas, cujo numero de casos pode estar sendo
subestimado; ou pode estar, de fato, refletindo a predominéncia de meninos
apresentando o TDAH, assim como ocorre em outros transtornos do
neurodesenvolvimento (Biederman et al., 2005; Atkinson e Hollis, 2010; Thapar et al.,
2016).

Individuos com TDAH apresentam uma acentuada variacdo em seus perfis
sintométicos, em suas dificuldades, em seus fatores complicadores, em suas limitacfes
neuropsicoldgicas, dentre outros. Desta forma, a “tipificagao” dessa heterogeneidade
clinica continua sendo alvo de muitas pesquisas com o objetivo de aprimorar as

abordagens diagnosticas existentes e de fornecer tratamentos. Assim, no intuito de



atender a esse objetivo, a 5% edicdo do DSM reconhece trés apresentagdes clinicas:
predominantemente desatento, predominantemente hiperativo/impulsivo e combinado.
Estas apresentacGes ndo sdo mais consideradas “subtipos”, como em versdes anteriores,
pois elas podem apresentar flutuagdes ao longo do tempo (Nigg et al., 2010; American
Psychiatric Association, 2014; Faraone et al., 2015)

Exames de imagem por ressonancia magnética (IRM) tém mostrado que os
mecanismos envolvidos na desregulacdo das vias que controlam a atencéo, a resposta a
recompensa, o controle inibitério e o comportamento motor estdo relacionados ao
comprometimento do funcionamento, principalmente, do cortex pré-frontal. As IRMs
mostram ainda que o TDAH esta associado a hiperativacdo de sistemas somatomotores
e visuais, o que possivelmente parece compensar o comprometimento do funcionamento
do cortex pré-frontal (Cortese et al., 2012; Faraone et al., 2015).

A etiologia do TDAH, assim como de outros transtornos psiquiatricos, é
multifatorial. Ndo ha davida de que o TDAH é causado por inumeros fatores
neurobioldgicos e ambientais que interagem entre si de maneira altamente complexa.
Influéncias genéticas, pré-natais e, posteriormente, ambientais parecem aumentar a
suscetibilidade ao transtorno. (Thapar et al., 2007; Steinhausen, 2009; Hawi et al., 2015;
Schuch et al., 2015).

Nos Ultimas décadas, inimeros estudos moleculares tém sido realizados
com o objetivo de explorar a suscetibilidade genética do TDAH. Em busca de
marcadores genéticos para o transtorno foram realizados estudos de ligacdo, de
associacdo de genes candidatos, de associacdo gendmica ampla (GWAS — do inglés,
Genome-wide Association Studies), de CNVs (do inglés, Copy Number Variations), de
sequenciamento de exoma, dentre outros. Desta forma, inimeras regifes e centenas de
genes candidatos foram propostos como fatores genéticos associados ao TDAH. E,
consequentemente, dezenas de genes tém sido identificados como candidatos a
marcadores genéticos em pesquisas futuras. Contudo, até o presente momento, nao foi
identificado nenhum fator de risco genético que seja indiscutivelmente necessario ou
suficiente para causar o transtorno (Zhou et al., 2008; Gizer et al., 2009; Neale et al.,
2010; Williams et al., 2010; Lyon et al., 2011; Li et al., 2014; Schuch et al., 2015).

A despeito da escassez de achados realmente significativos envolvendo
genes na etiologia do TDAH, sabe-se que fatores genéticos influenciam enormemente o

desenvolvimento do transtorno. Isso foi observado em estudos com familias envolvendo



adocOes de criancas e gémeos, cujos resultados apontam uma alta herdabilidade (de
aproximadamente 76%) para o0 TDAH (Faraone et al., 2005; Thapar et al., 2007; Franke
et al., 2009; Sharp et al., 2009; Hawi et al., 2015; Schuch et al., 2015).

Tendo em vista a alta complexidade/heterogeneidade etioldgica do TDAH e
a baixa consisténcia dos achados em estudos genéticos até o presente momento,
considera-se que a arquitetura genética do transtorno permanece obscura. Desta forma,
ja foi sugerido que mecanismos epigenéticos podem estar relacionados a etiologia do
TDAH (Thapar et al., 2007; Franke et al., 2009; Schuch et al., 2015; Zayats et al., 2015;
Xu et al., 2015).

Notavelmente, 0s mecanismos epigenéticos constituem processos
intracelulares dindmicos que traduzem os estimulos ambientais em modificacdes na
expressao génica. Tais mecanismos sdo criticos para processos celulares basicos como a
plasticidade sinéptica na aprendizagem e na consolidacdo da memoria (Graff e Mansuy,
2008; Graff e Mansuy, 2009).

A palavra “epigenética” deriva do prefixo grego “epi” e, literalmente,
significa “acima ou além da genética”. No ambito molecular, mecanismos epigenéticos
sdo modificacbes bioquimicas do DNA e das proteinas histonas — os principais
constituintes da cromatina. Mecanismos adicionais envolvendo RNA de interferéncia e
proteinas pridnicas também contribuem para a regulacdo epigenética (Graff e Mansuy,
2008).

De modo mais geral, o termo epigenética refere-se a qualquer modificacdo
potencialmente hereditaria que altera a expressdo do gene sem alterar diretamente a
sequéncia de nucleotideos do DNA. Inclui alterac@es transitérias e modificaveis dentro
de uma célula, bem como mecanismos estaveis responsaveis pela identidade fenotipica
de um tipo celular (Levenson e Sweatt, 2005; Guan et al., 2009; He e Todd, 2011;
Marques et al., 2011; Nelson e Monteggia, 2011).

As modificaces da cromatina sdo inimeras e complexas. Compreendem a
metilacio do DNA em dinucleotideos citosina-guanina e as modificacdes pos-
traducionais de histonas, que incluem acetilacdo, metilacdo, fosforilacdo, ubiquitinacéo
e sumoilacdo. Em virtude de suas propriedades quimicas, estas modificacfes
influenciam a condensacao da cromatina, e, assim, modulam a acessibilidade do DNA a

maquinaria transcricional (Levenson e Sweatt, 2005; Graff e Mansuy, 2008).



A metilacdo do DNA consiste na adi¢do de um grupo metil ao carbono 5
(cinco) do anel de pirimidina do nucleotideo citosina. A transferéncia de grupos metil é
catalisada por uma classe de enzimas conhecidas como DNA metiltransferases
(DNMTSs). Estas realizam a transferéncia de grupos metil através de ligacéo covalente, o
que confere & metilagdo a condicdo de marca epigenética mais estavel (Levenson e
Sweatt, 2005; Graff e Mansuy, 2008).

As DNMTs podem produzir pelo menos 3 (trés) status diferentes para cada
CpG em questdo: metilagdo completa, quando ambas as fitas de DNA s&o metiladas;
hemimetilacdo, quanto ha metilacdo em apenas um dos filamentos do DNA; e sem
metilacdo, quando ambas as fitas do DNA estdo demetiladas. Portanto, o potencial de
complexidade combinatoria de um cddigo de metilacdo do DNA é imensuravel (Day e
Sweatt, 2011).

Metilacbes do DNA ocorrem ao longo de todo o genoma, inclusive em
genes, mas parecem ser funcionalmente mais relevantes quando presentes em
sequéncias ricas em dinucleotideos CpGs (sequéncias de citosina-guanina), as
denominadas ‘ilhas CpGs’, que sdo frequentemente encontradas em regides promotoras
de genes ativos. Portanto, a metilagdo do DNA tem um importante papel na regulagéo
da transcricdo génica (Graff e Mansuy, 2008; Day e Sweatt, 2011).

Em 2010, Wong e colaboradores realizaram um estudo longitudinal com o
objetivo de quantificar a metilacdo do DNA em regides promotoras de trés genes: 0
gene do receptor de dopamina 4 (DRD4), o gene do transportador de serotonina
(SLC6A4/SERT) e o gene da monoamina oxidase A (MAOA). Eles analisaram amostras
de DNA de 46 pares de gémeos monozigoticos (MZ) e 45 pares de gémeos dizigoticos
(DZ), totalizando 182 criancas com idades entre 5 e 10 anos. Os dados sugerem que as
diferencas de metilacdo do DNA ja séo aparentes na primeira infancia, até mesmo entre
individuos geneticamente idénticos; e que diferencas individuais na metilacdo ndo sao
estaveis ao longo do tempo. Tal estudo sugeriu ainda que as influéncias ambientais sdo
fatores importantes e que sdo responsaveis pelas diferencas interindividuais de
metilagdo do DNA em todo o genoma (Archer et al., 2011).

Um estudo mais recente examinou associacfes entre marcadores
epigenéticos e 0 TDAH em criancas chinesas com o objetivo de estabelecer um modelo
de predicdo para o transtorno a partir da perspectiva epigenética. Este trabalho

determinou os niveis de expressao dos genes DAT1, DRD4 e DRD5; e a metilagdo de



seus promotores. Além disso, identificou os perfis de expressdo de alguns genes
modificadores de histonas: p300, MYST4, HDAC1 e MeCP2. Todos 0s sete genes
testados no estudo foram identificados como fatores de risco para 0 TDAH (Xu et al.,
2015).

Deste modo, considerando o fato de ndo haver marcadores bioldgicos
consistentes para o TDAH e, ainda, que hd a possibilidade de que as alteracdes
genéticas relacionadas ao transtorno néo estejam limitadas apenas a sequéncia do DNA;
propusemos investigar neste trabalho se existem alteracbes que podem estar
relacionadas a ativacéo ou inativacdo de genes por processos extrinsecos a eles, como a
metilacdo do DNA.



2. OBJETIVOS

2.1. Geral
Construir o perfil de metilagdo de DNA de individuos com o Transtorno do
Déficit de Atencgdo e Hiperatividade (TDAH).

2.2. Especificos

— Identificar o status de metilacdo de milhares de regides gendmicas de
individuos com e sem TDAH através da técnica de BeadArray (Illumina technology) de
metilacdo a partir de DNA gendmico de sangue periférico;

— Investigar a presenga ou ndo de insercdes e/ou delecGes em regides
gendmicas dos individuos com TDAH por meio da técnica de BeadArray (Illumina
technology) de SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms) utilizando DNA extraido de
sangue periférico;

— Determinar o status de metilagdo de algumas regibes gendmicas de
individuos com e sem TDAH utilizando-se a técnica de MLPA (Multiplex Ligation
Probe-dependent Amplification) de metilacdo (MRC-Holland) a partir de DNA

gendmico de sangue periférico.



3. METODOS

3.1. Casuistica

Para este estudo foram coletadas amostras de sangue periférico de 29
individuos (22 meninos e 07 meninas) com TDAH. Suas idades, no momento da coleta,
variaram entre 06 e 14 anos. A média das idades foi de 10,14 anos, com desvio padréo
de 1,83. Todos os 29 individuos foram clinicamente diagnosticados com TDAH e
classificados (segundo o modo de apresentagdo clinica predominante na avalia¢do
neuropsicoldgica) em hiperativo/impulsivo, desatento ou combinado (Tabela 1).
Quando possivel, amostras de sangue de maes e pais bioldgicos também foram
coletadas.

Durante a execucdo do estudo, foi sugerida a inclusdo de amostras de
individuos sem TDAH (controles). E, desde entdo, recrutamos e coletamos amostras de
sangue periférico de 11 de criangas sem o transtorno (Tabela 2). As idades dos
individuos controles, no momento da coleta do sague, variaram entre 06 e 11 anos. A
média das idades dos controles foi de 9,27 anos e desvio padrdo de 1,74.

Foram coletadas ainda amostras de sangue periférico de 02 individuos, os quais
sdo irmdos gémeos (supostamente monozigoticos), de 02 criancas com TDAH deste
estudo. Essas amostras foram analisadas separadamente, quanto aos seus perfis de
metilacdo e foram parte de um estudo particular englobando os casos especificos de
TDAH em gémeos. Todas as amostras do estudo foram coletadas em um periodo de
aproximadamente 03 anos (entre outubro de 2013 e agosto de 2016).

Os responsaveis foram informados sobre a realiza¢do da pesquisa e assinaram
0 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE (Anexo), aprovado pela
Comisséo de Etica para Analise de Projetos de Pesquisa do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo — HCFMUSP (CAPPESQ:
294.309/2013).

Tabela 1 — Lista dos 29 individuos com TDAH e suas respectivas apresentacdes
clinicas predominantes:

Identificacéo Sexo Idade Apresentagdo Clinica
TDAH-01 Masculino 08 Combinado
TDAH-02 Masculino 10 Combinado

TDAH-03 Masculino 07  Hiperativo/Impulsivo




TDAH-04
TDAH-05
TDAH-06
TDAH-07
TDAH-08
TDAH-09
TDAH-10
TDAH-11
TDAH-12
TDAH-13
TDAH-14
TDAH-15
TDAH-16
TDAH-17
TDAH-18
TDAH-19
TDAH-20
TDAH-21
TDAH-22
TDAH-23
TDAH-24
TDAH-25
TDAH-26
TDAH-27
TDAH-28
TDAH-29

Masculino
Masculino
Masculino
Masculino
Feminino
Masculino
Masculino
Feminino
Feminino
Feminino
Masculino
Masculino
Feminino
Masculino
Masculino
Masculino
Masculino
Feminino
Masculino
Feminino
Masculino
Masculino
Masculino
Masculino
Masculino
Masculino

08
14
10
12
13
12
08
06
10
10
10
11
09
11
12
10
10
08
10
12
09
13
11
11
11
10

Combinado
Combinado
Desatento
Hiperativo/Impulsivo
Desatento
Desatento
Hiperativo/Impulsivo
Combinado
Desatento
Desatento
Combinado
Combinado
Desatento
Combinado
Combinado
Combinado
Desatento
Combinado
Desatento
Combinado
Combinado
Desatento
Combinado
Desatento
Combinado
Desatento

Tabela 2 — Lista dos 11 individuos sem TDAH que participaram do estudo como

controles:

Identificacéo

Sexo

Idade

C-01
C-02
C-03
C-04
C-05
C-06
C-07
C-08

Masculino 10

Masculino 10

Masculino 09

Feminino

Feminino

11
07

Masculino 08

Feminino

09

Masculino 10
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C-09 Masculino 12
C-10 Masculino 06
C-11 Feminino 10

3.2. Selecéo amostral

As triagens e avaliacdes dos individuos com e sem TDAH foram realizadas por
uma equipe multiprofissional formada por médicos, neuropsicologos e outros
profissionais para fins de diagndstico. Além disso, foram realizadas anamneses com 0s
familiares dos pacientes para coletar informacfes como: dados pessoais, histéria clinica
evolutiva e historia familiar.

Os individuos foram recrutados no Nucleo de Atendimento Neuropsicoldgico
Infantil Interdisciplinar (NANI) do Centro Paulista de Neuropsicologia (CPN) da
Universidade Federal de Sdo Paulo (UNIFESP), através de protocolo especifico
composto por avaliagdo multidisciplinar, que incluiu avaliacdo psiquiatrica e
neuropsicoldgica (Rizzutti et al., 2008). Portanto, seguem 0s aspectos avaliados e 0s
instrumentos utilizados em cada avaliag&o:

* Nivel intelectual: QI estimado com o uso da Escala Wechsler de Inteligéncia
para criancas (WISC-I1I);

» Avaliagdo da atencdo: CCPT - Conners’ Continuous Performance Test
(Miranda et al., 2008); Cancelamento de Simbolos e Atencdo Auditiva, avaliada através
da bateria NEPSY 11 (Argollo, 2010);

* Memoria operacional: avaliada através da bateria AWMA reduzida e
composta pelos subtestes: Digit Recall, Listening Recall, Block Recall, Spatial Recall,
Couting Span (Alloway, 2007), Blocos de Corsi (recordacao direta e inversa) e Lista de
Palavras - Interferéncia: bateria NEPSY 11 (Argollo, 2010);

* Memoria episodica e fungdo visuo-construtiva: Copia e recordagédo da Figura
Complexa de Rey;

* Funcdes Executivas: Fluéncia em Desenhos, Inibindo Respostas: bateria
NEPSY II (Argollo, 2010);

» Behavior Rating Inventory of Executive Functions (BRIEF): questionario
respondido pelos pais ou professores acerca da frequéncia de determinados
comportamentos associados a funcdo executiva: regulagdo do comportamento,

metacognicao e funcao executiva global (Carim et al., 2012);



11

* Percepgdo Social - Teoria da Mente (tarefa contextual): avaliada através da
bateria NEPSY Il (Argollo, 2010);

» Comportamento: CBCL - Child Behaviour Checklist: deteccdo de possiveis
comorbidades psiquiatricas, considerando o ponto de corte acima de 70 na classificacéo
do transtorno segundo o0 DSM-IV-TR (Texto Revisado);

* Escala EACI-P - respondida pelo professor, avalia cinco areas principais do
comportamento infantil: presenca de Hiperatividade/Problemas de Conduta (EACP-I),
Funcionamento Independente (EACIP-11), Desatencéo (EACIP-111),
Neuroticismo/Ansiedade (EACIP-1V) e Socializacdo (EACIP-V) (Brito, 2006);

» Avaliagcdo neurologica e avaliagdo psiquidtrica: avaliagdo clinica, critérios
diagnosticos do DSM-IV-TR aplicados através de questionario respondido pelos
pais/responsaveis.

Os critérios do DSM-1V-TR foram utilizados para a classificagdo das criancas
quanto a apresentacdo clinica predominante em cada um dos casos de TDAH: desatento,

hiperativo/impulsivo e combinado.

3.3. Extracéo e quantificagdo de DNA gendmico

Para a extracdo de DNA genémico foram utilizados cerca de 5 mL de sangue
periférico de cada paciente (coletados em tubos com o anticoagulante EDTA). Em
seguida, o material genético foi extraido das células brancas do sangue pelo método
“Salting Out” modificado (Miller et al., 1988).

Todas as amostras de sangue coletadas tiveram seus DNAs extraidos. Tais
amostras incluiram: 29 amostras de individuos com TDAH, 11 amostras de individuos
controles, 01 amostra de cada irmd gémeo de 02 individuos com TDAH e todas as
amostras de maes e pais de individuos com TDAH que foram coletadas.

Apos a extragdo, todas as amostras de DNA foram armazenadas em freezer a -
20 °C. E, antes dos experimentos realizados, as amostras foram quantificadas utilizando-
se o fluorémetro Qubit 2.0 (Thermo Fisher Scientific) para verificar se eram elegiveis
para serem incluidas nos experimentos.

O critério utilizado na sele¢do das amostras foi a concentracdo do DNA ter sido
maior ou igual a 50 ng/uL. Todas as amostras foram consideradas aptas a serem

incluidas nos experimentos seguintes.
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3.4. Arrays de metilagéo

Os arrays de metilacio foram realizados utilizando-se o BeadChip
HumanMethylation450 (Illumina technology), que oferece uma combinagdo Unica que
engloba aproximadamente 450.000 sitios de metilacdo para uma triagem epigenética de
alta resolugdo. Esta tecnologia é capaz de determinar o status de metilacdo (metilado,
hemimetilado e ndo metilado) de cada um dos milhares de sitios verificados.

No caso especifico das amostras de DNA dos gémeos, foram utilizados 02
(dois) tipos de chips de metilacdo: o BeadChip HumanMethylation450 (Illumina
technology) e o MethylationEPIC BeadChip, que € capaz de analisar cerca de 850.000
sitios de metilacdo, 0 que garante uma cobertura de altissima resolucéo.

A medida que as amostras eram coletadas, as mesmas eram reunidas em
nameros multiplos de 12 (numero de amostras por chip) para a realizacdo dos arrays de
metilagdo. Por esse motivo, tais experimentos foram realizados em momentos diferentes
no decorrer da execucdo deste trabalho.

Antes do inicio de cada experimento de array de metilacdo, todas as amostras
foram tratadas com bissulfito de sddio utilizando-se 0 EZ DNA Methylation Kit (Zymo
Research). Para iniciar o tratamento com bissulfito de sodio, eram necessérios 500 ng
de DNA. Tal tratamento consiste na conversdo das bases citosinas ndo metiladas do
DNA em bases uracilas. Em seguida, iniciava-se, de fato, o array de metilacdo
seguindo-se a instrugdes do fabricante. As etapas dos arrays de metilacdo estdo
descritas a seguir de modo resumido:

As amostras tratadas com bissulfito eram transferidas para uma placa
especifica para que o DNA pudesse ser desnaturado e em seguida neutralizado por
reagentes especificos fornecidos no kit. Apos a neutralizacdo, o DNA era amplificado —
etapa em que as amostras permaneciam incubadas a 37 °C por um periodo de 20 a 24
horas. No dia seguinte, 0 DNA era fragmentado por acdo enzimatica e, em seguida,
precipitado. O DNA precipitado era, entdo, ressuspendido e aplicado nos BeadChips.
Estes, por sua vez, eram incubados a 48 °C por aproximadamente 20 horas para que
houvesse a hibridacdo do DNA nas sondas. A seguir, as moléculas de DNA ndo
hibridadas eram removidas e o0s nucleotideos marcados com fluorocromos especificos
eram adicionados. Por fim, os BeadChips eram escaneados utilizando-se o sistema

iIScan (Illumina technology) de acordo com as instrucGes do fabricante. As intensidades
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dos sinais eram quantificadas e armazenadas em um computador especifico do
equipamento para futura analise dos dados.

Os experimentos de array de metilacdo foram realizados em dois locais. O
primeiro foi realizado no Laboratorio de Biotecnologia Animal do Departamento de
Zootecnia da ESALQ-USP (Piracicaba, SP) para o aprendizado pratico da técnica.
Todos os demais experimentos foram realizados no Laboratorio de Citogenémica
(Departamento de Patologia da FMUSP) — pertencente ao Programa Rede de
Equipamentos Multiusuérios (PREMiUM) do Hospital das Clinicas da FMUSP (S&o
Paulo, SP).

3.5. Analises dos arrays de metilacéo

Os dados brutos obtidos a partir dos arrays de metilagédo das 40 amostras (29
individuos com TDAH e 11 individuos controles) foram submetidos as seguintes etapas
de andlises: avaliacdo de controle de qualidade, normalizacéo, exploracdo dos dados,
filtragens, andlises de metilacdo diferencial e testes de ontologia genética.

Nos experimentos de array, todas sondas foram anotadas de acordo com o0s
dados fornecidos pelo fabricante (Illumina technology), usando o “hg19” como genoma
de referéncia.

As analises foram realizadas principalmente no ambiente R, versdo 3.6.0 (R
Core Team, 2014), utilizando-se os seguintes pacotes contidos na versdo 3.9 do
Bioconductor: knitr, limma, minfi, IlluminaHumanMethylation450kanno.ilmn12.hg19,
RColorBrewer, missMethyl, minfiData, IlluminaHumanMethylation450kmanifest, Gviz,
DMRcate e stringr. Tais pacotes desempenharam funcgdes especificas no pipeline

utilizado neste trabalho. Os principais estao listados na Tabela 3.

Tabela 3 — Lista dos principais pacotes utilizados nas analises e suas respectivas
utilizagdes:

Pacote Funcéo Referéncia
Empregado na filtragem das sondas de SNPs e Peters et al
DMRcate sondas com hibridacéo cruzada B

(Bioconductor). 2015.

Usado na visualizagdo integrada de
. ) . > . Hahne e Ivanek,
Gviz informacdes genbmicas conhecidas e novos
. i 2016.
dados experimentais (Bioconductor).
Utilizado no carregamento de anotacdo para Hansen e Aryee,

IIIummaHumanMethylatlon450kmann‘estCada sonda contemplada no array de 2012,
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metilacdo de 450k da Illumina
(Bioconductor).

limma Utilizado nos testes de metilagdo diferencial Ritchie et al.,

(Bioconductor). 2015.
Usado no pré-processamento de dados e
_— . . Aryee etal.,
minfi avaliagbes de controle de qualidade
; 2014.
(Bioconductor).
Contém ferramentas usadas para analisar e
i L O - Hansen et al.,
minfiData visualizar arrays de metilagdo Illumina 2018

Infinium (Bioconductor).

Usado na normalizacdo, no teste de

variabilidade diferencial e na metilagdo Maksimovic et
diferencial para dados do array Infinium al., 2012.
HumanMethylation450 (Bioconductor).

missMethyl

Portanto, seguem, de maneira geral, as etapas da analise aplicada aos dados
obtidos neste trabalho:

Primeiramente, foi realizada a avaliacdo de controle de qualidade dos dados.
Nesta etapa, os valores de p foram calculados para cada CpG em cada amostra. Tais
valores indicam a qualidade do sinal. Valores de p muito pequenos sdo indicativos de
um sinal confiavel, enquanto que valores de p grandes (por exemplo, > 0,01),
geralmente, indicam um sinal de menor qualidade. Os valores médios de p de cada
amostra nos permitiu medir a qualidade geral das amostras em relacdo a confiabilidade
geral do sinal.

Em seguida, e com objetivo de minimizar as varia¢fes indesejadas dentro e
entre as amostras, a normalizacdo foi aplicada aos dados. Esta foi realizada utilizando-se
0 método preprocessQuantile (que é o mais adequado para conjuntos de dados de um
unico tecido), e é baseada nos valores de beta (). Os valores de B sdo considerados
medidas dos niveis de metilacdo de cada sitio e podem variar de zero (0) a um (1).
Valores mais proximos de O representam sitios ndo metilados, enquanto que valores
mais proximos de 1 indicam sitios totalmente metilados. Ja os valores intermediarios
(como 0,5, por exemplo) apontam sitios hemimetilados.

Logo depois, alguns gréaficos multidimensionais (Multi-dimensional Scaling -
MDS) foram produzidos. Estes graficos sdo baseados na analise de componentes
principais e constituem um método para observar as semelhancas e diferencas entre as
amostras. Os graficos MDSs sdo considerados excelentes ferramentas na visualizacao
de dados. E, devido a sua importancia, foram utilizados na exploragdo dos dados.

Na sequéncia, as seguintes filtragens foram realizadas: das sondas de baixo

desempenho; das sondas que falharam em uma ou mais amostras (com base no valor de
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p); das sondas dos cromossomos X e Y; e das sondas conhecidas por terem sondas de
SNPs no mesmo sitio CpG. Além destas, também foram filtradas as sondas com reacgéo
cruzada; ou seja, sondas que demonstraram mapear varios sitios no genoma. A lista de
sondas com reacdo cruzada foi originalmente publicada por Chen e colaboradores
(2013).

A etapa seguinte foi focada nas analises de metilacdo diferencial entre os
grupos amostrais, cujo objetivo era descobrir as sondas que se apresentaram
diferencialmente metiladas em cada comparagdo. As comparacOes realizadas foram as
seguintes: TDAH x Controle (independentemente do sexo) e Meninos X Meninas
(independentemente do transtorno). Em ambas as comparagdes o0s testes foram
realizados de acordo com os valores de p, os quais foram considerados estatisticamente
significantes quando seus valores foram menores que 0,05 (p < 0,05).

Finalmente, foram feitos alguns testes de enriquecimento de vias baseados nas
listas completas de sondas diferencialmente metiladas obtidas nas analises comparativas
realizadas. Tais testes nos auxiliaram na identificacdo e na checagem de vias
enriquecidas com o intuito de verificar possiveis significados bioldgicos, considerando
0 papel das metilagcGes na ativacdo e inativacdo de genes no contexto do TDAH. Os
testes supracitados foram realizados utilizando-se o banco de dados Kyoto Encyclopedia
of Genes and Genomes (KEGG), que inclui informacbes gendmicas e funcionais
(KEGG, 2019).

E importante ressaltar que para realizarmos as analises iniciais dos arrays de
metilacdo foi necessario construirmos um pipeline personalizado (in house), que fosse
mais adequado aos nossos dados. Essa necessidade surgiu devido ao fato de os pipelines
existentes para as analises do BeadChip HumanMethylation450 (Illumina technology),
até entdo, ndo terem se mostrado suficientes para analisar, de forma particular, os dados
deste estudo (Morris e Beck, 2014; Morris et al., 2014).

Ressalta-se ainda, que as analises referentes aos 02 (dois) pares de gémeos
foram realizadas de forma independente das demais, seguindo o mesmo pipeline
utilizado nas analises das demais amostras e aplicando-se as especificidades do Infinium
MethylationEPIC BeadChip (Illumina technology), o chip que foi utilizado para este

estudo particular dos gémeos.
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3.6. Arrays de SNPs

Os experimentos de array de SNPs foram realizados utilizando-se o Infinium
CytoSNP-850K BeadChip. Esse BeadChip € capaz de verificar cerca de 850.000 SNPs
distribuidos ao longo de todo o genoma, fornecendo uma verificacéo global de inser¢des
e delecGes do mesmo.

Cada experimento de array de SNPs foi realizado com um nimero amostral
multiplo de 08 (nimero de amostras por chip) a medida que as amostras dos 29
individuos com TDAH foram coletadas e conforme a breve descri¢do a seguir:

Apos a quantificagdo das amostras, 200 ng de DNA eram transferidos para uma
placa especifica. O DNA era desnaturado e depois neutralizado por reagentes
especificos do kit. Depois de neutralizado, o DNA era amplificado a 37 °C por um
periodo de 20 a 24 horas. Na etapa seguinte, 0 DNA era fragmentado e precipitado,
respectivamente. O DNA precipitado era, entdo, ressuspendido e aplicado nos
BeadChips. Estes, por sua vez, eram incubados a 48 °C por um periodo de 16 a 20 horas
para a hibridacdo do DNA nas sondas. Ap6s a hibridacdo, os chips eram lavados e
preparados para o processo de coloracdo. Nesta etapa, as moléculas de DNA nédo
hibridadas eram removidas e os nucleotideos eram marcados com fluorocromos
especificos. Finalmente, as amostras eram escaneadas pelo iScan (lllumina technology)
e as intensidades dos sinais eram captadas e armazenadas no computador do
equipamento.

Todos os experimentos de array de SNPs foram realizados no Laboratério de
Citogendmica (Departamento de Patologia da FMUSP), da rede PREMiUM do HC (Séo
Paulo, SP).

As andlises dos arrays de SNPs foram realizadas utilizando-se o KaryoStudio
Software (lllumina technology). Entretanto, como este foi substituido por um novo
software, o BlueFuse Multi Analysis Software (Illumina technology), todos os dados
foram reanalisados no BlueFuse e confirmados através do banco de dados genéticos
UCSC Genome Browser (Kent et al., 2002).

3.7. MLPAs

Com o objetivo de realizar verificagcdo adicional do status de metilacdo em
cerca de 50 sitios CpGs dos individuos com e sem TDAH, a técnica de MLPA de
metilacdo foi realizada utilizando-se o kit comercial ME042 CIMP (MRC-Holland).
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Para a deteccdo do status de metilagdo, a técnica de MLPA padrdo é
combinada com a digestdo enzimatica das amostras de DNA hibridadas as sondas pela
enzima de restricdo Hhal, que é sensivel a metilacdo. Além de detectar alteracGes na
metilagdo, as sondas também fornecem informagdes sobre as alteragdes do nimero de
copias das amostras analisadas. E importante destacar que existem algumas sondas de
referéncia presentes no kit que ndo séo afetadas pela digestdo da Hhal.

O protocolo da MLPA de metilacdo é semelhante ao método da MLPA padrao.
Tal experimento é dividido em cinco etapas: 1- Desnaturagdo do DNA e hibridacdo das
sondas da MLPA; 2- Ligagdo e digestdo; 3- PCR; 4- Separacdo dos produtos de
amplificacdo por eletroforese capilar; 5- Andlise dos dados. Contudo, apds a hibridacéo,
a reacdo é dividida em dois tubos: um tubo é incubado com a enzima Hhal (metilacdo) e
0 outro é processado como uma reacdo de MLPA padrao.

Na quarta etapa da MLPA (Separacdo dos produtos de amplificagdo por
eletroforese capilar) utilizamos o sequenciador automatico ABI 3500 (Life
Technologies), pertencente ao Laboratorio de Imunologia do Instituto do Coragédo
(INCOR), o qual faz parte do Programa Rede de Equipamentos Multiusuarios
(PREMiUM) do HC-FMUSP (Séo Paulo, SP).

As analises dos resultados das reacdes de MLPA de metilacdo foram realizadas

utilizando-se o programa GeneMarker, versdo 2.2.6 (SoftGenetics).

3.8. Marcadores de microssatélites

Para determinar se os 02 pares de gémeos do estudo eram, de fato,
monozigdticos, utilizou-se a técnica de marcadores de microssatélites.

A técnica foi realizada utilizando-se o kit de amplificagdo AmpF{(STR
MiniFiler PCR (Thermo Fisher Scientific), seguindo o protocolo do fabricante. A
corrida dos fragmentos foi realizada no analisador de fragmentos ABI 3130 Genetic
Analyzer (Thermo Fisher Scientific). Os fragmentos gerados foram analisados

utilizando-se o GeneMapper Software, versdo 3.2 (Applied Biosystems).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Apds o recrutamento e a coleta de sangue periférico dos individuos que
participaram do estudo, obtivemos uma razao proxima de 3:1 entre meninos e meninas,
respectivamente. Esta razdo corrobora com a literatura mundial para o transtorno, que é
comumente diagnosticado trés vezes mais em meninos do que em meninas (Stefanatos e
Baron, 2007; Kratochvil et al., 2009; Atkinson e Hollis, 2010).

4.1. Arrays de metilagéo

Na avaliacdo do controle de qualidade dos dados os valores médios de p para
cada amostra foram calculados. E, como podemos observar no grafico abaixo (Figura
1), todas as médias dos valores de p ficaram bem abaixo de 0,05 — 0 que nos indica que

todas as amostras apresentaram um padrdo de qualidade de dados mais que satisfatério.
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Figura 1. Grafico de barras apresentando as médias dos valores de p dos 40 individuos
do estudo. O eixo x representa os 29 individuos com TDAH (em laranja) e os 11
individuos sem TDAH (em verde). E o eixo y representa as médias dos valores de p.

Apds a avaliacdo do controle de qualidade, todas as amostras do estudo foram

normalizadas, como mostra o gréafico a seguir (Figura 2):
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Figura 2. Graficos de densidade mostrando a distribui¢cdo dos valores de B dos 29
individuos do grupo TDAH (laranja) e dos 11 individuos do grupo Controle (verde). O
eixo x representa os valores de B (beta) e o eixo y representa a densidade de sondas. A:
antes da normalizacgdo. B: apds a normalizacao dos dados.

Com relacdo aos graficos multidimensionais produzidos neste trabalho,
observamos que estes ndo foram suficientemente precisos na identificacdo dos grupos
amostrais. Isso pode ser explicado pelo fato de as alteragdes que podem estar envolvidas
no TDAH ndo gerarem respostas bioldgicas tdo marcantes como podemos perceber em
amostras de cancer, por exemplo (Maksimovic et al., 2012).

Para uma melhor compreensdo dos resultados das analises de metilacdo

diferencial entre 0s grupos amostrais, estes foram apresentados nos subt6picos a seguir:

4.1.1. TDAH x Controle (independentemente do sexo)

Ao compararmos os dados obtidos dos arrays de metilacdo do grupo TDAH
(n=29) com o grupo Controle (n=11), considerando o critério de selecdo p < 0,05,
obtivemos uma lista de sondas diferencialmente metiladas. As 50 sondas mais

relevantes estdo apresentadas a seguir (Tabela 4):

Tabela 4 — Lista das 50 sondas mais diferencialmente metiladas (“Top 507) ap6s a
comparacgédo entre os grupos TDAH e Controle, de acordo com o valor de p, em ordem
crescente:

Sonda Gene Cromossomo P valor
€g20361427 MIOS 7 1,52E+07
cg04193083 NBR1 17 1,59E+07
€g25203092  TNKS2 10 2,92E+07
cg02769477 1 3,39E+07
cgl9097648  ATG12 5 1,05E+07
€g18523979 IQSEC1 3 1,05E+08

cg07989796 SHKBP1 19 1,31E+08
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cg15555956 PCDHB18 5 1,55E+08
€g19664549  CHEK2 22 1,64E+08
cgl2720152  TTC7B 14 2,08E+08
cg00234855 16 2,20E+08
cg00316520 3 2,35E+08
cg07016356  CXCR1 2 2,64E+08
cg01988500 PKMYT1 16 3,10E+08
cg18696805 GNB2L1 5 3,14E+08
cg07227728  MKLN1 7 3,17E+08
€g20036365 GML 8 3,44E+08
€g27316224  AP2A2 11 3,45E+08
cg02718464 SUGTIL1 13 3,54E+08
cgl4617041 TMEM171 5 3,68E+08
cgl1466935 VENTX 10 4,01E+08
cg03985727 MEOX2 7 4,19E+08
cg00120998  CENPT 16 4,71E+08
cgl2224834 1 4,77E+08
€g22842510 CCDC159 19 5,21E+08
cg06548512 1 5,33E+08
€g16026922 UCHL1 4 6,02E+08
€g22251877 TATDN1 8 6,16E+08
cg05785298  LRRN2 1 6,36E+08
cg01849260 TBCA 5 6,46E+08
cgl7694069 KIAA0913 10 7,50E+08
€g25980689 7 7,66E+08
cgl0665123  FGF12 3 7,90E+08
cg13808325  C4orf52 4 8,07E+08
cg07516076 7 8,58E+08
€g10534658 SGCB 4 8,62E+08
cg09797837 RCC2 1 8,87E+08
cgl3979277 LMX1B 9 8,90E+08
cgl11752152 NCK2 2 9,31E+08
€g14380045 9 9,62E+08
cg03648690 SLC15A1 13 9,75E+08
€g26836125 6 1,19E+09
cg05280698 HKR1 19 1,22E+09
cg04288241  AGAP1 2 1,26E+08
€g26109401 2 1,29E+08
€g16102240 10 1,39E+08
€g25547937 5 1,43E+09
€g26339992 RPA2 1 1,56E+09
€g22918356  INPP5A 10 1,57E+09
cg01488674 XPNPEP3 22 1,63E+09

A checagem dos genes correspondentes as “Top 50” sondas revelou auséncia
de uma relacao direta entre tais genes e 0 TDAH. Contudo, € importante ressaltar que 0s
genes UCHL1 e FGF12 sd@o expressos principalmente no sistema nervoso. O primeiro
codifica uma protease de ubiquitina e ja foi relacionado com a doenca de Parkinson, que

¢ caracterizada pela degeneracdo dos neurénios dopaminérgicos (Liu et al., 2002). E o
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segundo codifica uma proteina envolvida na atividade dos canais de sddio e tem agéo no
neurodesenvolvimento.

Para termos uma compreensao mais visual dos perfis de metilacdo das criancas
com e sem TDAH, construimos um heatmap considerando as 1.000 (mil) sondas mais
diferencialmente metiladas entre os grupos (Figura 3).
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Figura 3. Heatmap apresentando o cluster formado a partir das Top 1.000 sondas apds
a comparacdo entre os grupos TDAH e Controle. As colunas representam cada uma das
40 criancas (identificadas pelo grupo ao qual pertencem) de acordo com a presenca ou
auséncia do TDAH; e as linhas mostram cada uma das 1.000 sondas. As cores
representam os valores de 3 para cada sonda: verde para os menores valores de  (sonda
ndo metilada) e vermelha para os maiores valores de 3 (sonda metilada).

Ao analisarmos mais “visualmente” o heatmap, pudemos notar que o primeiro
grande agrupamento de individuos (“tdah.1” ao “tdah.13”) é composto apenas de
criancas do grupo TDAH. O segundo bloco de individuos (“tdah.22” ao “ctrl.C06™) é
formado por criancas de ambos 0s grupos, comportando-se como uma “regido de
transicdo”. Ja o terceiro agrupamento (“ctrl.C01” ao “ctrl.C10”) € constituido apenas

por individuos do grupo Controle. Tais achados podem sugerir que criangcas com TDAH
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podem ter, até certo ponto, perfis de metilacdo diferentes de criangas sem o transtorno.
Entretanto, mostra que existe uma “regido de sobreposi¢ao” entre os perfis.

Isso pode ser explicado pelo fato de as alteracfes isoladas, que podem estar
envolvidas no TDAH, ndo gerarem respostas biolégicas tdo marcantes como podemos
perceber em no cancer, por exemplo (Maksimovic et al., 2012).

Para finalizar as analises comparativas entre o grupos TDAH e Controle,
realizamos os testes de ontologia genética (enriquecimento das vias bioldgicas) com
base na lista completa das sondas diferencialmente metiladas obtida na comparacéo
entre os grupos. Desta forma, obtivemos como resultado uma lista de dezenas de vias,

dentre as quais seguem as 20 mais relevantes na Tabela 5 (KEGG, 2019):

Tabela 5 — Lista das 20 vias biologicas mais relevantes (“Top 20”) obtidas na analise de
enriquecimento realizada a partir da comparagéo entre os grupos TDAH e Controle, de
acordo com o valor de p em ordem crescente:

Nome da via N° de genes dif. metilados P valor
Spliceosome 53.83 0.009576828
Notch signaling pathway 27 0,022951158
Calcium signaling pathway 82,5 0,029241003
Inflammatory mediator reg. of TRP channels 45 0,035437132
p53 signaling pathway 32 0,05013309
Cholinergic synapse 51 0,050311167
Selenocompound metabolism 9,5 0,050901539
Thyroid cancer 19,33 0,055344132
Glioma 35 0,056770626
Oocyte meiosis 49,5 0,058463401
Cell cycle 49 0,059293081
Transcriptional misrequlation in cancer 75,83 0,060152666
Fluid shear stress and atherosclerosis 54 0,07191024
Phosphatidylinositol signaling system 425 0,07492825
Dopaminergic synapse 55,5 0,084768693
Long-term potentiation 30 0,08937264
Cushing syndrome 66 0,093057809
Glycosaminoglycan degradation 10 0,100177393
Amphetamine addiction 30 0,100605776
Non-small cell lung cancer 315 0,103478856

Apos a checagem detalhada das 20 vias apresentadas na Tabela 5, p6de-se
verificar que pelo menos metade delas estdo, de alguma maneira, relacionadas ao
sistema nervoso central e/ou periférico. Tais relacbes puderam ser constatadas ao
verificarmos o envolvimento dessas vias no aparecimento de varias doengas do
neurodesenvolvimento, neurodegenerativas e/ou neuromusculares, com ou sem

comprometimento cognitivo (KEGG, 2019).
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Ainda com relacdo as vias, podemos enfatizar, especialmente, duas delas:
“Dopaminergic synapse” e “Amphetamine addiction” (destacadas na Tabela 5).

A via Dopaminergic synapse esta relacionada a atividade da dopamina, dos
seus receptores e transportadores. Todos estes desempenham papéis fundamentais no
metabolismo dopaminérgico. A dopamina é um importante neurotransmissor excitatorio
presente no cérebro dos mamiferos e que controla uma variedade de fungdes, incluindo
atencdo, memoria, aprendizado, sistema de motivacdo e recompensa, humor,
comportamento e plasticidade sindptica. Portanto, como resultado da participacdo da
dopamina em diversas atividades cognitivas implicadas no TDAH, era possivel que
encontrassemos uma ou mais vias dopaminérgicas enriquecidas em decorréncia das
diferencas na metilacdo do DNA de criangas com e sem o transtorno. Esse resultado
corrobora com varios estudos que tém evidenciado a existéncia de associa¢do genética
entre as vias dopaminérgicas e o desenvolvimento do TDAH (Hong et al., 2018). E,
para além de uma associacdo genética, este estudo também indica que marcadores
epigenéticos (como a metilacdo dos genes relacionados ao metabolismo dopaminérgico)
podem, futuramente, nos ajudar a entender os mecanismos de interacdo e a participacao
dos diversos atores envolvidos no desenvolvimento neurotipico e na etiologia do TDAH
(Wiers et al., 2018; KEGG, 2019).

No que diz respeito a via Amphetamine addiction, ndo é dificil pensarmos que
o0 enriquecimento desta via tenha sido algo natural, pois ela esta diretamente relacionada
aos efeito das anfetaminas no sistema nervoso central. As anfetaminas s&o um grupo de
drogas psicoestimulantes persistentes que podem causar dependéncia e incluem o
metilfenidato — principal medicamento utilizado no tratamento do TDAH. O
metilfenidato tem acdo no sistema dopamineérgico, especialmente no transportador de
dopamina, bloqueando-0; 0 que resulta na diminuicdo da recaptacdo pré-sinaptica da
dopamina e o consequente aumento de sua concentracdo na fenda sinaptica. Portanto, as
diferencas de metilagdo encontradas entre os grupos (TDAH x Controle) se justificam
pelo fato de que algumas das criangas com TDAH estavam fazendo o uso do
metilfenidato como tratamento medicamentoso no momento da coleta de sangue
periférico realizada no inicio deste estudo. Além disso, este achado corrobora com
evidéncias iniciais do envolvimento de alteragdes epigenéticas do transportador da
dopamina na modulacgdo da resposta ao tratamento do TDAH com metilfenidato (Ding
etal., 2017; Wenthur, 2016; KEGG, 2019).
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4.1.2. Meninos x Meninas (independentemente do transtorno)

Ao realizarmos andlises de metilacdo diferencial em fases anteriores do
trabalho, percebemos a formacdo natural de dois agrupamentos: um entre amostras
somente de meninos e outro entre amostras somente de meninas. Tais agrupamentos
ocorreram mesmo com a exclusdo das sondas mapeadas nos Cromossomos sexuais,
formando, interessantemente, dois grupos, de acordo com o0 sexo e independentemente
da presenca do TDAH. Diante disso, decidimos incluir essa abordagem em nossas
andlises finais, comparando os dados obtidos das amostras de meninos (n=29) com 0s
dados amostrais de meninas (n=11). Para isso, consideramos 0 mesmo critério para a
selecdo das sondas diferencialmente metiladas (p < 0,05). Cinguenta destas sondas estdo

apresentadas na Tabela 6:

Tabela 6 — Lista das 50 sondas mais diferencialmente metiladas (“Top 50”) apo6s a
comparacdo entre Meninos e Meninas, de acordo com o valor de p, em ordem crescente:

Sonda Gene Cromossomo P valor
€g11955727 2 3,25E-20
cg04462931 7 3,94E-20
€g18382982 DKFZP434L.187 15 1,20E-17
€g12949927 7 6,37E-14
cg00399683 7 3,66E-13
€g20926353 TLE1 9 1,36E-09
cg11643285 RFTN1 3 5,03E-09
cg12691488 1 5,85E-09
cg08656326 TLE1 9 5,16E-08
cg00167275 FAM35A 10 5,27E-08
cgl7765025 2 4,72E-06
cg03911306 DAZL 3 8,61E-06
€g14095100 TLE1 9 2,15E-05
cg00804338 TFDP1 13 2,43E-05
cg00774458 TUBB 6 1,01E-04
cg00500229 1 1,60E-03
cg08037478 12 2,96E-03
cgl16218221 CCNYL1 2 2,20E-01
cg19097082 11 2,30E+00
€g27540865 1 2,67E+00
cgl7307919 CSMD1 8 4,20E+00
cg10631453 UBE2QP1 15 6,91E+00
cg06358300 TLE1 9 1,33E+00
cg04455759 TIMMS8B 11 2,43E+01
cgl17238319 RFTN1 3 3,35E+01
cg06710937 13 1,00E+02
cg02325951 FOXN3 14 1,47E+02
cg04946709 LOC644649 / APOOP5S 16 4 60E+02
€g02556954 ETF1 5 9,84E+02
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cg02987832 PSMAG 14 2,18E+03
€g13150977 UBE2QP1 15 3,39E+03
cg15756407 TIMM8B 11 3,97E+03
cgl7886715 1 4,45E+03
€g26324366 POU3F2 6 5,02E+02
cg10242476 LRRC2 3 7,97E+03
€g20299935 17 9,12E+03
cg07381872 1 1,62E+04
€g02015053 EIF3J 15 3,42E+04
cg15817705 1 6,66E+04
€g25304146 WBP11P1 18 7,66E+04
€g23778841 TFDP1 13 2,01E+05
€g19292611 TFDP1 13 4,45E+05
cg08981669 7 4,47E+05
€g26067569 2 5,92E+04
cg03691818 KRT77 12 6,61E+05
cg15011775 RARB 3 7,02E+05
cg04190002 SHANK3 22 1,03E+06
€g22609331 TUBBS 10 1,27E+06
€g25452172 METTL1 12 1,41E+06
cg03704667 CHTF8 16 1,50E+06

Depois da obtencdo das “Top 50” sondas mais diferencialmente metiladas na
comparacdo entre meninos e meninas (Tabela 6), encontramos cinco estudos que
investigaram diferengas entre os sexos na metilagdo do DNA. Trés desses estudos
avaliaram tais diferengas em individuos sem doenga relatada e em diferentes faixas
etarias. Os outros dois trabalhos incluiram individuos e/ou células sob a influéncia de
transtornos psiquiatricos, que incluem comportamentos como o uso de alcool, drogas,
medicamentos psiquiatricos e tabagismo. Estes dois Ultimos estudaram individuos
adultos e células sanguineas do corddo umbilical de recém nascidos (Sun et al., 2014;
Xu et al., 2014; Inoshita et al., 2015; Yousefi et al., 2015; Maschietto et al., 2016).

Em seguida, verificamos se 0s genes apresentados na lista das “Top 50” sondas
deste trabalho também estavam presentes nas listas de sondas diferencialmente
metiladas dos estudos supracitados. E, de fato, 14 (catorze) genes achados em nossas
analises ja tinham sido encontrados em pelo menos um desses cinco estudos citados. Os
genes em comum sdo os seguintes: TLE1l, RFTN1, FAM35A, TFDP1, CCNYL1,
CSMD1, UBE2QP1, FOXN3, LOC644649, ETF1l, PSMA6, WBP11P1, KRT77 e
SHANKS3. Dentre estes 14 genes, 08 (oito) foram coincidentes com genes encontrados
nos trés estudos que incluiram individuos sem doenca relatada: TLE1, RFTN1, TFDP1,
FOXN3, LOC644649, WBP11P1, KRT77 e SHANKS. E, com exce¢do do FOXN3, 13

(treze) genes deste trabalho coincidiram com genes achados em pelo menos um dos dois
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estudos que consideraram individuos e/ou células sob a influéncia de transtornos
psiquiatricos (Sun et al., 2014; Xu et al., 2014; Inoshita et al., 2015; Yousefi et al.,
2015; Maschietto et al., 2016).

Neste trabalho, foram encontrados cerca de 06 (seis) a 07 (sete) genes em
comum com os j& obtidos em cada um dos estudos citados; exceto no estudo realizado
por Sun e colaboradores (2014), cujos genes em comum encontrados foram apenas 02
(dois), o TFDP1 e o SHANKAS. Isso pode ter ocorrido em decorréncia de caracteristicas
populacionais especificas do grupo amostral do referido estudo, o qual era composto
exclusivamente por individuos de origem chinesa, diferentemente dos demais (Xu et al.,
2014; Inoshita et al., 2015; Yousefi et al., 2015; Maschietto et al., 2016).

Adicionalmente, é importante ressaltar que, entre os 14 genes encontrados em
comum com os dos estudos anteriores, 07 (sete) tém funcbes relacionadas a regulacéo
da expressdo génica, ao reparo do DNA e a regulacdo sinaptica no sistema nervoso
central: TLE1, FAM35A, TFDP1, CSMD1, FOXN3, ETFl1 e SHANKS3. E,
particularmente, erros nos genes TFTN1 e SHANKS3 ja haviam sido relatados em
pacientes com fen6tipo clinico de TDAH (Sun et al., 2014; Xu et al., 2014; Inoshita et
al., 2015; Yousefi et al., 2015; Maschietto et al., 2016).

O fato de termos encontrado alguns genes que corroboram com os achados de
outros estudos semelhantes, por si sO, ja nos sugere alguns possiveis marcadores
epigenéticos que tém apresentado, com certa consisténcia, diferencas importantes na
metilacio do DNA quando consideramos a comparacdo entre 0S Sexos,
independentemente da presenca de qualquer condicdo patoldgica. Isso fica claro quando
observamos que embora o presente trabalho e os cinco estudos supracitados sejam
semelhantes entre si quanto a técnica e a abordagem comparativa utilizadas, eles
possuem caracteristicas distintas, para além das particularidades populacionais, tais
como: as idades dos individuos de cada grupo amostral no momento da coleta do
material bioldgico, o tipo de tecido analisado e a presenca ou ndo de transtornos
psiquiatricos. Assim, considerando que essas e outras variaveis podem, potencialmente,
influenciar as metilagdes do DNA em cada sitio CpG, seria aceitavel se ndo houvessem
sondas diferencialmente metiladas em comum entre os seis estudos. Contudo,
observamos justamente o oposto, sugerindo que o sexo bioldgico tem influéncia na
metilacdo do DNA; e que, dependendo da circunsténcia, tal influéncia pode se sobrepor

as influéncias decorrentes de outras variaveis, incluindo a presenca ou nao de transtorno
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psiquiatrico, como o TDAH (Sun et al., 2014; Xu et al., 2014; Inoshita et al., 2015;
Yousefi et al., 2015; Maschietto et al., 2016).

Para visualizarmos melhor os perfis de metilagdo do DNA obtidos na
comparagao entre meninos e meninas, construimos um heatmap considerando as 1.000

(mil) sondas mais diferencialmente metiladas entre os grupos (Figura 4).
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Figura 4. Heatmap apresentando o cluster construido a partir das Top 1.000 sondas
obtidas na comparacdo entre os grupos Meninos X Meninas. As colunas representam
cada uma das 40 criancas identificadas pela presenca ou ndo do TDAH; e as linhas
mostram cada uma das 1.000 sondas. As cores representam os valores de B para cada
sonda: verde para os menores valores de  (sonda ndo metilada) e vermelha para os
maiores valores de B (sonda metilada).

Apbs analisarmos o heatmap apresentado (Figura 4) considerando o sexo
bioldgico de cada uma das amostras, notamos a formacéo de dois grupos, conforme ja
havia ocorrido em momentos anteriores deste trabalho. O primeiro e grande grupo de
individuos (“tdah.1” ao “tdah.29’) compde-se apenas de criangas do sexo masculino. E

0 segundo grupo de individuos (“tdah.8” ao “tdah.13”) € constituido somente por

criancas do sexo feminino. Tais achados confirmam a influéncia do sexo bioldgico
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sobre a metilacdo do DNA, a qual foi capaz de agrupar criancas com e sem TDAH em
um mesmo grupo, em funcdo do sexo, sugerindo a existéncia de “perfis” de metilagado
de DNA diferentes para cada sexo, o que corrobora achados de estudos anteriores (Sun
et al., 2014; Xu et al., 2014; Inoshita et al., 2015; Yousefi et al., 2015; Maschietto et al.,
2016).

De toda forma, é imprescindivel salientar que o fato de termos observado, neste
trabalho, a influéncia do sexo sobre a metilacdo do DNA, nédo anula ou desqualifica, de
nenhuma maneira, a influéncia de transtornos psiquiatricos (incluindo o TDAH) na
metilacdo do DNA. Isso pode ser ratificado pela quantidade de genes (13) encontrados
neste trabalho e que coincidiram com genes achados em pelo menos um dos dois
estudos que também consideraram a influéncia de transtornos psiquiatricos (Sun et al.,
2014; Xu et al., 2014; Inoshita et al., 2015; Yousefi et al., 2015; Maschietto et al.,
2016).

Ao final das andalises comparativas entre o0 grupos de Meninos e Meninas,
realizamos testes de ontologia genética baseados na lista completa de sondas
diferencialmente metiladas resultante da comparacdo entre os dois grupos. Portanto,
apresentam-se a seguir (Tabela 7) as 20 mais vias relevantes obtidas nos referidos testes
(KEGG, 2019):

Tabela 7 — Lista das 20 vias bioldgicas mais relevantes (“Top 20”) obtidas na analise de
enriquecimento realizada a partir da comparacgao entre os grupos Meninos e Meninas, de
acordo com o valor de p em ordem crescente:

Nome da via N° de aenes dif. metilados P valor
Gap junction 3 0,007494771
Phagosome 3 0,022435348
Pathogenic Escherichia coli infection 3 0,049156795
Oxidative phosphorylation 2,5 0,071004176
Parkinson disease 2,5 0,084978412
Cell cycle 2 0,093726912
Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) 2 0,110481889
Citrate cycle (TCA cycle) 1 0,111087661
Prion diseases 1 0,117134339
RNA transport 2 0,117939003
Primary immunodeficiency 1 0,128622913
Alzheimer disease 2,5 0,140729183
Proteasome 1 0,159464063
Huntington disease 2,5 0,167310099
Amino sugar and nucleotide sugar metabolism 1 0,173733798
Thermogenesis 2,5 0,220337036
Lysine degradation 1 0,22967939
Antigen processing and presentation 1 0,262357476
Salmonella infection 1 0,264938317
Non-small cell lung cancer 1 0,276445345




29

Com relacdo a checagem das 20 vias contidas na Tabela 7, verificou-se que
sete delas se relacionam com sistema nervoso central e/ou periférico. E, dentre essas
sete, a via “RNA transport” foi considerada aqui como a mais relevante, pois esta
engloba um grande nimero de moléculas (principalmente proteinas) que desempenham
funcdes relacionadas ao transporte de diversos tipos de RNAs e, consequentemente, tém
importante participacdo nos processos de transcri¢do, splicing e traducdo. Esse grande
numero de moléculas contempladas na via “RNA transport” inclui genes que codificam
algumas das proteinas de transporte de RNAS que sdo essenciais no desenvolvimento
das conexdes entre neurbnios e na maturacdo das sinapses. Esse € o caso do gene
FRML1, que € a principal causa da Sindrome do X-fragil (SXF), cuja heranca ¢ ligada ao
cromossomo X. Logo, a transmissdo é diretamente influenciada pelo sexo e também
pode sofrer influéncia da metilacdo de DNA, que por sua vez, € o principal mecanismo
de inativagdo do cromossomo X (KEGG, 2019).

Tudo isso nos leva a pensar que diferencas na metilacio do DNA podem
influenciar o neurodesenvolvimento de maneiras diferentes em ambos 0s sexos; e ainda,
que tais diferencas corroboram com a existéncia de diferencas morfofuncionais no
cerebro em razéo do sexo (Xu et al., 2014; Yousefi et al., 2015).

Sendo assim, é necessario que sejam realizados novos estudos envolvendo a
metilacdo do DNA em varios tipos de tecidos (saudaveis ou ndo) e em diversas idades,
para que tenhamos uma maior compreensdo do papel dessas metilagbes no

desenvolvimento considerado neurotipico e em condicfes patoldgicas.

4.1.3. Analises dos arrays de metilacdo dos gémeos

Antes de partirmos diretamente para as analises da metilagdo do DNA
realizadas com amostras de gémeos, € importante esclarecer os seguintes pontos:

Primeiramente, € importante apontar quais foram as amostras contempladas, de
forma particular, neste estudo. Portanto, seguem: “TDAH-07" (sexo masculino, 12 anos
de idade, apresentagdo clinica classificada como do “tipo” hiperativo/impulsivo),
“TDAH-07-1G” (irm3o gémeo do “TDAH-07”, com desenvolvimento neurotipico),
“TDAH-24" (sexo masculino, 09 anos de idade, apresentagdo clinica do “tipo”
combinado) e “TDAH-24-1G” (irmao gémeo do “TDAH-24", com desenvolvimento

neurotipico).
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Em segundo lugar, € essencial destacar que as coletas de sangue periférico de
cada par de gémeos (para utilizacdo especifica nesta abordagem) foram realizadas na
mesma ocasido. Dessa forma, possiveis vieses nas diferencas na metilacdo do DNA
decorrentes de modificacOes temporais puderam ser desconsiderados.

Em terceiro lugar, é fundamental mencionar que, a partir da analise dos
eletroferogramas obtidos apds o teste molecular de marcadores de microssatélites, foi
possivel confirmar que os dois pares de gémeos sdo, de fato, monozigéticos.

E, por altimo, mas ndo menos importante, é preciso dizer que nessa abordagem
especifica, o experimento de array de metilagdo do DNA dos gémeos foi realizado
utilizando-se o Infinium MethylationEPIC BeadChip, o qual verifica os status de
metilacdo do genoma com uma cobertura altissima — cerca de 850 mil tipos de sondas.

Portanto, sem mais pontos a esclarecer, seguem o0s principais resultados das
analises comparativas entre os 02 (dois) gémeos com TDAH (“TDAH-07" ¢ “TDAH-
24”) e os 02 gémeos sem TDAH (“TDAH-07-1G” e “TDAH-24-1G”):

Inicialmente, foi realizada uma selecdo das sondas diferencialmente metiladas
baseada no critério padrdo (p < 0,05). Depois, obtivemos uma lista com as 1.000 (mil)
sondas mais diferencialmente metiladas resultantes desta comparagdo. Em seguida, foi
realizada uma checagem dos genes contemplados entre as 20 sondas mais
diferencialmente metiladas. Tal checagem revelou a auséncia de genes em comum com
as outras listas de “Top 50” sondas obtidas nas duas comparagdes anteriores deste
trabalho. Entretanto, inconsisténcias semelhantes foram observadas por van Dongen e
colaboradores (2019), ao encontrarem varias sondas diferencialmente metiladas
especificas para cada uma das trés coortes utilizadas em sua metanalise, com um total
de 4.689 individuos adultos, incluindo amostras de gémeos.

O passo seguinte foi a construcdo de um heatmap (Figura 5) utilizando a lista
completa das sondas diferencialmente metiladas obtidas da comparacéo entre os gémeos

com e sem TDAH:
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Com TDAH Sem TDAH

Figura 5. Heatmap construido utilizando-se as 1.000 (mil) sondas mais
diferencialmente metiladas na comparacdo entre os gémeos com TDAH (coluna da
esquerda) e os gémeos sem TDAH (coluna da direita). As linhas representam cada uma
das 1.000 sondas. A cor verde indica os menores valores de B (sonda ndo metilada) e a
cor vermelha indica os maiores valores de B (sonda metilada).

Considerando uma analise mais “visual” do heatmap acima, pode-se perceber
que o perfil de metilacdo dos gémeos com TDAH apresenta-se hipermetilado quando
comparado ao perfil dos gémeos sem TDAH. Contudo, ao considerarmos o numero
absoluto de sondas com os maiores valores B, tem-se que: os gémeos com TDAH
apresentam juntos 823.637 mil sondas com B > 0,7; e 0os gémeos sem TDAH possuem
juntos 822.889 mil sondas com B > 0,7. Isso revela que os gémeos com TDAH
apresentam apenas 748 sondas a mais com B > 0,7 que os gémeos sem TDAH,
indicando que o perfil de metilacdo dos gémeos com TDAH ¢é levemente hipermetilado
em relacdo ao perfil dos gémeos sem TDAH. Este achado, porém, ndo pdde ser
confirmado, pois o0s artigos similares recentes mencionam a hipermetilacdo
considerando apenas sondas, genes e/ou regides especificas (Wilmot et al., 2015;
Walton et al., 2016; Chen et al., 2017; van Dongen et al., 2019).
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Apo0s os testes de ontologia genética, foi obtida uma lista de 100 (cem) vias
enriquecidas. E, dentre as 20 vias mais relevantes da lista (“Top 20”), 03 (trés) estavam
presentes em pelo menos 01 (uma) das listas “Top 20” obtidas nas comparagdes entre os
grupos “TDAH” versus “Controle” e “Meninos” versus “Meninas”. As 03 referidas vias
séo as seguintes: “Non-small cell lung cancer”, “p53 signaling pathway” e “Cell cycle”.

E dificil imaginar uma relacdo direta entre as duas primeiras vias e 0 TDAH.
Contudo, as 03 vias possuem em comum o fato de estarem envolvidas, de alguma
forma, com a atividade da proteina p53 — que é supressora de tumor — e cuja ativacao é
induzida por vérios sinais de estresse celular, incluindo danos ao DNA, estresse
oxidativo e oncogenes ativados. A p53 regula a expressao génica, induzindo a parada do
ciclo celular, a apoptose, o reparo do DNA ou altera¢cdes no metabolismo. Sendo assim,
ndo é dificil pensar que existe uma possibilidade, mesmo que distante, de as metilagdes
do DNA estarem envolvidas nos processos regulatérios do gene p53, e, por
consequéncia, estarem contribuindo, juntamente com outros fatores, para o
aparecimento do TDAH. Essa ideia parece mais razoavel quando se observa que muitas
das doencas relacionadas a essas vias tém seus fendtipos manifestados no sistema
nervoso e, frequentemente, afetam a cognicdo (KEGG, 2019).

Para finalizar as analises dos gémeos deste trabalho, lancamos méo do circos
para sintetizar, de maneira mais visual, os dados das metilacdes dos gémeos com e sem
TDAH (Figura 6):
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Figura 6. Circos plot apresentando o perfil de metilagdo dos gémeos com e sem TDAH.
As duas faixas externas representam as sondas mais diferencialmente metiladas entre os
gémeos com TDAH e os gémeos sem TDAH. As faixas internas mostram o
comportamento de uma amostra aleatdria de sondas (n = 10.000) dos gémeos com
TDAH e dos gémeos sem TDAH comparando-os. O significado de cada um dos
elementos do circos esta apresentado na prépria figura.

Em uma primeira visualizacdo do circos, pode-se concluir que ndo existem
diferengas entre os perfis de metilagdo do DNA dos gémeos com e sem TDAH.
Entretanto, ao observa-lo mais minuciosamente, percebe-se que existem sim diferencas
entre os perfis de metilacdo, embora tais diferencas sejam sutis. Tal sutileza pode estar
refletindo a realidade, apontando para um papel pequeno da metilagdo do DNA no
desenvolvimento do TDAH. Contudo, é importante lembrar que o perfil de metilagéo do
DNA de células do sangue pode néo refletir o perfil de metilacdo de células neuronais,
ja que os marcadores epigenéticos sdo tecido-especificos. Sendo assim, existe
possibilidade do perfil de metilacdo de células nervosas ser mais informativo quanto ao

papel da metilacdo na etiologia do TDAH (van Dongen et al., 2019).
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4.2. Arrays de SNPs

Apos a realizacdo dos experimentos de array de SNPs, que incluiram amostras
dos 29 individuos com TDAH, os dados obtidos foram processados pelo BlueFuse
Software. Ap6s o referido processamento, amostras de 02 (dois) pacientes foram
excluidas devido a baixa qualidade e confiabilidade de seus resultados. E as analises das
alteracdes encontradas prosseguiram com 27 amostras e foram realizadas com base nos
bancos de dados genéticos DECIPHER e UCSC Genome Browser.

Com as analises foi possivel observar pequenas alteracbes (delecdes e
duplicacdes) em algumas regides do genoma desses pacientes. Muitas delas foram
desconsideradas por serem classificadas como nao patogénicas e outras por estarem
localizadas em regides de heterocromatina, conhecidas pela presenca predominante de
genes inativos e de DNA n&o génico. A lista das alteragdes dos pacientes com TDAH
esta apresentada no Quadro 1:

Quadro 1 — Lista dos individuos com TDAH e suas respectivas regides com CNVs
mostrando 0 cromossomo e 0s genes presentes na regiao alterada.

Amostra | Alteracéo | Cromossomo Start End Gene Funcéo do gene
Proliferagdo de células T e secrecao
Dup 21 45608685 | 45674095 | ICOSLG de citocinas. Atuagdo na resposta
inflamatdria.
TDAH-2 | pgy 22 51171693 | 51195728 | ACR Presente no acrossomo do
espermatozoide.
Del 8 72205113 | 72217690 | EYAL Desenvolvimento dos rins, arcos
branquiais, olhos e orelhas.
Del 2 55518003 | 55687618 | CCDCgsA |  Remodelagdo do citoesqueleto e
migracdo celular.
Del 6 45308446 | 45318963 | SUPT3H Provavel ativador transcricional.
TDAH-3 Essencial para a diferenciacdo
Del 6 45308446 | 45318963 RUNX2 osteoblastica, na m0~rfogenese do
esqueleto e regulacéo de fatores
envolvidos com o esqueleto.
Del 1 103343583 | 103549861 | COL11A1 | A\tua na fibrogénese, controlando o
crescimento do coldgeno II.
Regulacéo da proliferacéo e
Del 8 103343583 | 103549861 | UBR5 | diferenciacéo celular. Funciona como
ubiquitina-proteina ligase.
Del 7 83171681 | 83278022 | SEMA3E Proteinas associadas a membrana.
Del 2 55507386 | 55501167 | CCDCgsA |  Remodelagdo do citoesqueleto e
migracdo celular.
TDAH-4 |  Del 12 81031055 | 81102177 | PTPRQ | Regulaa fosfatidilinositol. Apresenta
um papel importante na adipogénese.
Del 5 36982029 | 37014950 | NipgL | C08sd0 dacromatina, condensacdo
cromossdmica e reparo do DNA.
Del 17 29540427 | 29557764 | NF1 | Autismo, 'GUCZTgé?a?c')e'o'de' splicing
Del 6 45298649 | 45306533 | SUPT3H Provavel ativador transcricional.
Essencial na diferenciacéo
Del 6 45298649 | 45306533 RUNX2 osteoblastica, na morfogénese do
esqueleto e na regulagdo de fatores
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envolvidos com o esqueleto.
Del 8 72204236 | 72209267 | EYAL Desenvolvimento dos rins, arcos
branquiais, olhos e orelhas.
Del 8 61665623 | 61670476 CHD7 Codifica protellnas da familia da
helicase.
Atua no transporte de sédio no
TDAH-5 Del 2 181829296 | 181952420 | UBE2E3 | epitélio renal, na doenca celiaca e no
coracao.
TDAH-6 Del 5 112045132 | 112125419 APC Atua na supressao de tumor.
TDAH-13 Dup 21 44825536 | 44837359 | GLB1L3 Familia da galactosidase.
Dup 1 9321241 | 9400868 H6PD Oxidacéo da glicose e da 6-glutose
fosfatase.
TDAH-17|  Del 2 170806481 | 170966684 | UpR3 | Catalise da transferéncia de ubiquitina
entre proteinas.
Del 5 36935537 | 36996027 | NippL | C08sd0 dacromatina, condensacdo
cromossdmica e reparo do DNA.

Apo6s andlise detalhada, encontramos 18 genes diferentes relacionados as
regides duplicadas e deletadas. Alguns deles foram encontrados mais de uma vez em
pacientes diferentes pacientes: EYAL1 (“TDAH-2” ¢ “TDAH-4"), CCDC88A (“TDAH-
3” e “TDAH-4”), SUPT3H (“TDAH-3” ¢ “TDAH-4"), RUNX2 (“TDAH-3" ¢ “TDAH-
47y e NIPBL (“TDAH-4" ¢ “TDAH-17").

Entretanto, apesar de cada um desses 05 (cinco) genes terem sido encontrados
em 02 (dois) pacientes deste trabalho, apenas 01 (um) deles ja foi relacionado ao TDAH
em outro estudo que também o encontrou no autismo e na esquizofrenia: o NIPBL.
Além deste, o gene CHD7 também foi encontrado no TDAH, no autismo e na
esquizofrenia pelo mesmo estudo (Williams et al., 2012).

Um terceiro gene, o NF1, além de também ja ter sido relatado no estudo de
Williams e colaboradores (2012), foi recentemente encontrado em um estudo de CNVs
em transtornos do neurodesenvolvimento (Zarrei et al., 2019).

E importante destacar que além da busca por genes em comum com os deste
trabalho nos estudos supracitados, foram também realizadas pesquisas em outros dois
estudos. Contudo, ndo foram encontrados, nesses estudos, genes em comum com 0S
encontrados aqui (Elia et al., 2011; Lima et al., 2016).

Ressalta-se ainda, que embora ndo tenhamos encontrado genes em comum com
0S N0ssos em outros estudos, é importante que esses genes, assim como as CNVs
achadas aqui, sejam mais profundamente estudados quanto aos seus possiveis papéis na
etiologia do TDAH.
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4.3. MLPAs

A verificacdo adicional do status de metilacdo em cerca de 50 sitios CpGs dos
individuos com e sem TDAH foi realizada utilizando-se a técnica de MLPA de
metilagdo. As reagdes, analisadas no GeneMarker (SoftGenetics), revelaram que a a
técnica de MLPA n&o se mostrou eficaz para analisarmos a metilagdo no TDAH.

Isso ficou claro por dois motivos. O primeiro se deu pelo fato de que muitas
amostras ndo puderam ser analisadas devido a problemas nas reacGes de algumas delas;
possivelmente causados por resquicios de sal provenientes da extracdo de DNA. O
segundo motivo foi decorrente dos resultados obtidos das amostras passiveis de anélise
de ambos os grupos (TDAH” e Controle), em que todas as amostras foram consideradas

normais, inclusive as amostras de criangas com TDAH.
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5. CONCLUSOES

Conclui-se, a partir dos resultados obtidos, que foi possivel identificarmos o
status de metilacdo de milhares de sitios do DNA genémico de sangue periférico de
criangas com e sem TDAH utilizando-se a técnica BeadArray (Illumina technology).

Foi possivel também investigarmos a presenca de variagdes no numero de
copias gendmicas (duplicacdes e delecdes) no DNA de sangue periférico nos individuos
com TDAH através da técnica de BeadArray (lllumina technology) de SNPs (Single
Nucleotide Polymorphisms).

Contudo, apesar de termos aplicado a técnica de MLPA (MRC-Holland) em
todas as amostras deste trabalho, observamos que a determinacao do status de metilacéo
das regides gendmicas analisadas pela técnica ndo foi suficiente para apontar diferencas
na metilacdo do DNA entre as criangas com e sem o transtorno.

Portanto, ressalta-se que o principal objetivo deste trabalho foi alcan¢ado: o de
construir o perfil de metilacdo do DNA de sangue periférico de individuos com TDAH.
Perfil este que se mostra como um espectro de variaces que reflete o espectro clinico
que o transtorno apresenta.

Por fim, nossos achados apontam para a necessidade da realizacdo de mais
estudos epigenéticos no contexto do TDAH, para que se possa avaliar melhor, e mais

especificamente, a influéncia da metilacdo do DNA na etiologia do transtorno.
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HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO-HCFMUSP

1 — Desenho do estudo e objetivo(s): O Transtorno do Déficit de Atencdo e Hiperatividade
(TDAH) é uma se inicia na infancia e afeta aproximadamente 5,3% das criancas do mundo
inteiro. Sua manifestacdo pode estar relacionada a fatores genéticos e ambientais
simultaneamente. Assim, o objetivo deste estudo é construir um perfil de alteraces no material
genético (DNA) de pacientes com diagndstico clinico de TDAH.

2 — Descrigdo dos procedimentos que serdo realizados, com seus propositos e identificacédo
dos que forem experimentais e ndo rotineiros: Sera realizada uma entrevista com os pais e/ou
familiares responsaveis para se coletar os dados do paciente e da familia; um exame fisico para
verificar a satde fisica do seu filho; diversos exames (bateria de testes neuropsicoldgicos) com a
crianga para verificar a presenca ou auséncia de hiperatividade e/ou falta de atengéo (presenca
do TDAH); e coletada uma amostra de sangue periférico de 5 mL por uma pungdo venosa (“tirar
sangue”) da crianca e dos pais para analisar alteragdes do material genético (DNA).

3 — Relagdo dos procedimentos rotineiros e como sdo realizados: A coleta de sangue
periférico serd realizada por puncéo venosa do antebrago do paciente e dos pais.

4 — Descricdo dos desconfortos e riscos esperados nos procedimentos dos itens 2 e 3: Ao
participar do estudo, seu filho (a) e os familiares correrdo um risco praticamente desprezivel e
um leve desconforto apenas pelo procedimento de coleta de sangue por puncéo venosa. O local
pode ficar um pouco dolorido ap6s a coleta. Também pode ocorrer a formagdo de um pequeno
hematoma (“roxo”) que pode persistir por alguns dias; porém o mesmo se desfaz sem a
necessidade de medicamentos.

5 — Beneficios para o participante: Todos os exames realizados beneficiard o paciente
fornecendo um diagnoéstico clinico definitivo de TDAH para o filho(a), ja que o Unico
diagnostico possivel é o clinico. Além disso, o estudo pode identificar possiveis causas
genéticas para a doenca no seu filho(a).

6 — Relacdo de procedimentos alternativos que possam ser vantajosos, pelos quais 0
paciente pode optar: Ndo existem outros exames alternativos disponiveis no SUS para a
pesquisa das pequenas alteracdes no material genético relacionados aos problemas do seu filho.

7 — Garantia de acesso: Em qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso aos profissionais
responsaveis pela pesquisa para esclarecimento de eventuais davidas. A principal pesquisadora
é a Dr% Leslie Domenici Kulikowski que pode ser encontrada no endere¢o: Av. Dr. Enéas
Carvalho de Aguiar, 155 — Prédio dos Ambulatérios - 2° andar — Telefone: 2661-9506. Se vocé
tiver alguma consideracdo ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o Comité
de Etica em Pesquisa (CEP) — Rua Ovidio Pires de Campos, 225 — 5° andar — Tel: 3069-6442
ramais 16, 17, 18 ou 20, FAX: 3069-6442 ramal 26. E-mail: cappesg@hcnet.usp.br.

8 — E garantida a liberdade da retirada de consentimento a qualquer momento e deixar de
participar do estudo, sem qualquer prejuizo a continuidade de seu tratamento na Instituicao.

9 — Direito de confidencialidade: As informacdes obtidas serdo analisadas em conjunto com
outros pacientes, ndo sendo divulgada a identificacido de nenhum paciente;

10 — Direito de ser mantido atualizado sobre os resultados parciais das pesquisas, quando em
estudos abertos, ou de resultados que sejam do conhecimento dos pesquisadores.
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11 — Despesas e compensagoes: ndo ha despesas pessoais para o participante em qualquer fase
do estudo, incluindo exames e consultas. Também ndo hd compensacao financeira relacionada a
sua participacao.

12 — A pesquisadora (Dr?. Leslie Domenici Kulikowski) se compromete a utilizar os dados e o
material coletado somente para esta pesquisa.

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informacfes que li ou que
foram lidas para mim, descrevendo o estudo “Construcédo do perfil de metilagdo de individuos
portadores do Transtorno do Déficit de Atencdo e Hiperatividade (TDAH) utilizando as

técnicas de array e MLPA”.

Eu discuti com a Dr2. Leslie Domenici Kulikowski sobre a minha decisédo em participar
nesse estudo. Ficaram claros para mim quais sdo os propésitos do estudo, os procedimentos a
serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de

esclarecimentos permanentes.

Ficou claro também que minha participacdo é isenta de despesas e que tenho
garantia do acesso a tratamento hospitalar quando necessério. Concordo voluntariamente em
participar deste estudo e poderei retirar 0 meu consentimento a qualquer momento, antes ou
durante o mesmo, sem penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa

ter adquirido, ou no meu atendimento neste Servico.

Assinatura do paciente/representante legal Data [

Assinatura da testemunha Data / /

Para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semianalfabetos ou portadores de

deficiéncia auditiva ou visual.

(Somente para o responsavel do projeto)

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntéria o Consentimento Livre e Esclarecido deste

paciente ou representante legal para a participagédo neste estudo.

Assinatura do responsavel pelo estudo Data /]
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