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RESUMO

A doencga de Parkinson (DP) é a segunda doenca neurodegenerativa
mais comum na espécie humana. A doencga é caracterizada por bradicinesia,
tremor de repouso, rigidez muscular e perda de tbnus postural. Ela é
identificada por uma degeneracédo progressiva de neurénios dopaminérgicos
localizados na substantia nigra. Essa regido é responsavel pela modulagéao e
manutengdo do movimento via aferéncias dopaminérgicas do circuito da alga
motora. A farmacoterapia da DP tem como objetivo restabelecer os niveis de
dopamina no sistema através do precursor da dopamina levodopa. Porém,
efeitos adversos da terapia sédo frequentes. O inicio do tratamento pode ser
marcado por problemas gastrointestinais agudos, tais como nausea e voémito.
Essas complicagdes podem interferir na absorcdo de levodopa gerando
flutuagbes da resposta motora. Com a progressdo da degeneragéo
nigroestriatal, o estresse resultante da exposicao desregrada de dopamina na
fenda sinaptica resulta no aparecimento de discinesia. Os pacientes também
podem sofrer alucinagbes visuais, que surgem devido, entre outras causas, a

estimulacdo dopaminérgica anormal.

O objetivo do presente trabalho foi investigar se polimorfismos em genes
candidatos estdo associados ao aparecimento de efeitos adversos em uma
amostra de pacientes com diagnostico de DP idiopatica do ambulatério de

Disturbios do Movimento do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (RS, Brasil).

No presente estudo, os SNPs rs1799732 do gene DRD2 e rs6280 do
gene DRD3 foram associados com sintomas gastrointestinais [rs1799732
gendtipo Ins/ins: PR(95% IC)= 2.374(1.105-5.100), P=0.027; rs6280 gendtipo
Ser/Ser: PR(95% IC)= 1.677(1.077-2.611), P=0.022]. O risco se apresenta
aumentado em individuos portadores dos dois gendtipos, sugerindo um efeito
aditivo dos dois polimorfismos investigados [PR(95% IC)= 4.622(1.516—
14.088), P=0.007].

As variantes rs2298383 e rs3761422 do gene ADORAZ2A apresentaram
uma possivel associagao com discinesia [Diplétipo TC/CT: PR (95% IC)= 2.572



(1.008-6.561), P=0.047; Diplétipo TC/TC: PR(95% IC)= 2.598 (1.010-6.681),
P=0.045]. Ja os genes DDC, SLC18A2, SLC6A4, GRM7, LPHN3, SHANKS,
NOS1 e NOS3 nao apresentaram associagdo com os desfechos investigados

de discinesia, flutuacbes motoras e alucinacdes visuais.

O conhecimento sobre a farmacogenética da DP esta lentamente
crescendo. O presente trabalho contribuiu na geragdo de novas hipéteses de
associagdes. Assim, colaboramos para o entendimento de como a genética

pode influenciar na resposta individual ao tratamento farmacolégico na DP.



ABSTRACT

Parkinson's disease (PD) is the second most common
neurodegenerative disease in humans. The disease is characterized by
bradykinesia, resting tremor, muscular rigidity and loss of postural tone control.
PD is mainly defined by a progressive degeneration of dopaminergic neurons in
the substantia nigra, region responsible for movement generation and
maintenance via the motor loop. PD’s pharmacological therapy aims to restore
the levels of dopamine in the system through levodopa, a dopamine precursor.
However, problems with the therapy are frequent. Gastrointestinal (Gl)
symptoms, such as nausea and vomiting, can occur at the onset of the
treatment and may interfere with levodopa absorption, leading to the
appearance of motor fluctuations. As the degeneration in the nigrostriatal
system increases, the wide range of dopamine exposition leads to the
appearance of dyskinesia. Patients can also suffer with visual hallucinations,

due to the abnormal dopaminergic stimulation, among other causes.

The aim of the present study was to investigate possible associations
between candidate genes variants and levodopa-induced adverse effects in
idiopathic PD patients from the Movement Disorder Clinics at Hospital de

Clinicas de Porto Alegre, Brazil.

In the present study, DRD2 rs1799732 and DRD3 rs6280 polymorphisms
were associated with Gl symptoms occurrence [rs1799732 Ins/Ins genotype:
PR(95% CI)= 2.374(1.105-5.100), P=0.027; rs6280 Ser/Ser genotype: PR(95%
Ch= 1.677(1.077-2.611), P=0.022]. The risk was higher when subjects
presented both risk genotypes, suggesting an additive effect between the
polymorphisms investigated [PR(95% Cl)= 4.622(1.516-14.088), P=0.007].

ADORAZ2A rs2298383 and rs3761422 variants may be a risk factor for
dyskinesia appearance [Diplotype TC/CT: PR (95% Cl)= 2.572 (1.008-6.561),
P=0.047; Diplotype TC/TC: PR(95% Cl)= 2.598 (1.010-6.681), P=0.045]. No
association was found among DDC, SLC18A2, DRD3, SLC6A4, Grm7, LPHNS3,



SHANKS3, NOS1 and NOS3 gene variants and the outcomes investigated of

dyskinesia, motor fluctuations or visual hallucinations.

PD pharmacogenetic knowledge is slowly growing. This work contributed
with the generation of new association hypotheses. Thus, we added clues to the
understanding of how pharmacogenetics may influence the individual response

to PD treatment.
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I.1. Doencga de Parkinson

A doenca de Parkinson (DP) é a segunda doenca neurodegenerativa
mais comum na espécie humana, afetando aproximadamente de 1 a 3% da
populacdo acima de 65 anos, o que corresponde atualmente em torno de 5
milhdes de pessoas. A maioria dos casos é esporadica, sendo apenas menos

de 10% deles de origem monogénica (Alves et al. 2008).

Do ponto de vista patologico, a DP € uma doenga cronica e progressiva
do sistema nervoso, cujas manifestagbes clinicas se revelam apds a
enfermidade ter atingido estagio avancado (Schnabel 2010). Ela é
caracterizada pelos sintomas motores de bradicinesia (dificuldade de iniciar os
movimentos e lentidao para executa-los), tremor de repouso, rigidez muscular e
perda de tébnus postural. Sintomas ndo motores associados a evolugdo do
quadro também estdo presentes, tais como dores, cansago excessivo, perda
de olfato, ansiedade, insbnia, disfuncdo autonémica, depressao e déficits

cognitivos e comportamentais (Gelb et al. 1999; Obeso et al. 2010).

Em niveis histologicos, a DP ¢é identificada por uma degeneragao
progressiva de neurdnios dopaminérgicos localizados no subnucleo pars
compacta da substantia nigra, situado no mesencéfalo. Os pacientes
apresentam concomitantemente agregacgdes protéicas insoluveis, conhecidos
como corpusculo de Lewis, nas areas neuronais afetadas pela degeneracao
(Spillantini & Goedert 2000). O dano a substantia nigra é acompanhado por
danos em outros nucleos do tronco cerebral, como os nucleos motores dorsais
dos nervos glossofaringeo e vago, nucleo anterior olfatério, chegando ao cértex
cerebral e até mesmo neurbnios periféricos, como do plexo mioentérico (Braak
et al. 2003).

Com o avancgo dos sintomas, a DP resulta em uma continua diminuigao
na qualidade de vida do paciente, afetando também toda estrutura familiar
(Whetten-Goldstein et al. 1997). Nao apenas o impacto social, mas o financeiro
€ elevado. A estimativa de custos anuais se encontra na casa dos 23 bilhdes
de dolares nos Estados Unidos e no minimo de 450 milhdes de libras no Reino
Unido (Huse et al. 2005; Findley 2007). Essas estimativas sdo baseadas nao

apenas nos custos com servicos ambulatoriais, internacdes e medicamentos
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prescritos, mas também nas despesas de cuidados de longo prazo, perda de

produtividade do paciente e seus cuidadores.

Quase 200 anos transcorreram desde que a doencga foi descrita. Muitos
fatores independentes foram reconhecidos por contribuirem para seu inicio.

Apesar disso, a DP nao tem cura e sua etiologia n&o é totalmente conhecida.

1.2. Disfung6es motoras na doenca de Parkinson

Os sintomas motores s&o o sinal primordial para o diagndstico clinico da
doencga, sendo a substantia nigra pega chave para o entendimento desse
problema. A substantia nigra, juntamente com corpo estriado (nucleo caudado,
putdmen), globo palido e o nucleo subtaldamico, sdo conhecidos como nucleos
da base e integram o circuito da alga motora. Este circuito € responsavel pelo
refinamento da escolha dos musculos participantes de um movimento e pela

amplificagdo do sinal gerado pelo cértex motor (Lewis et al. 2003).

O circuito funciona da seguinte maneira: o sinal proveniente do cortex
motor, ao alcangar o corpo estriado, é redirecionado para o globo palido
interno, seguindo a via direta, ou para o globo palido externo, seguindo a via
indireta. Apos o sinal da via indireta percorrer o nucleo subtaldamico, ocorre sua
reunificacdo no globo palido interno. As duas vias gerardo conjuntamente um
estimulo para o nucleo ventro-lateral do talamo. Quando um individuo saudavel
se encontra em repouso, a uniao dessas vias inibe os neurdnios excitatérios do
talamo pela ativagdo do globo palido interno. O resultado € uma redugao da
atividade muscular. Quando ha a estimulagéo do circuito pelo cortex motor, o
globo palido interno passa a ser inibido, liberando um feedback positivo ao
coértex via nucleo ventro-lateral e, consequentemente, aumentando a atividade

muscular (Lewis et al. 2003) (Figura 1).
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Figura 1. Esquema do circuito da alga motora em pessoas nao portadoras (A) e

portadoras (B) da doenca de Parkinson quando da geragao de um movimento.
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A substantia nigra é responsavel pela modulacdo deste circuito e sua
degeneragao ao longo do curso da doenga leva a perda do controle fino sobre
a geragado do movimento. A doenga passa a ser sintomatica, apresentando os
sintomas motores que caracterizam a DP, quando ocorre a morte de 50 a 70%
dos neurbnios dopaminérgicos nigroestriatais (Schnabel 2010). O nome
"substancia negra" faz referéncia a coloragdo escura desta regido, decorrente

da metabolizagdo de dopamina em neuromelanina (Zucca et al. 2014).

I.3. Farmacoterapia e seus efeitos adversos

A farmacoterapia da DP tem como objetivo restabelecer os niveis de
dopamina no sistema, visto que a morte dos neurbnios nigro-estriatais
desregula a liberagao deste neurotransmissor no corpo estriado. A dopamina
em si nao consegue atravessar a barreira hematoencefalica, por isso
administra-se  levodopa aos pacientes. Levodopa foi introduzida
comercialmente na década de 1960 e tem passagem livre pela barreira. Ela é
convertida em dopamina pela enzima dopa-decarboxilase (AADC), restaurando
a estimulacdo do corpo estriado e o controle positivo sobre a geragao e a

coordenagao dos movimentos (DeMaagd & Philip 2015).

Os primeiros anos de terapia sdo conhecidos como fase de "lua-de-mel".
A medicagao é tao efetiva em devolver os movimentos e a liberdade para os
pacientes a muitos anos imobilizados que eles tém a sensagao de estarem
curados. Porém, efeitos adversos logo aparecem. Levodopa € uma molécula
com meia-vida curta e sua farmacodindmica nao € plenamente conhecida. Isso

torna o seu controle uma tarefa complexa (Abbott 2010).

O inicio do tratamento pode ser marcado por problemas gastrointestinais
agudos, tais como nausea e vOmito. O trato gastrointestinal possui uma rede
neuronal prépria, o sistema nervoso entérico, com abundante concentragcéo de
neurdnios dopaminérgicos. Diversos estudos sugerem que alteracbes nesses
neurdnios podem estar relacionadas com o aparecimento dos problemas
gastrointestinais decorrentes da administragéo de levodopa (Pfeiffer 2003; Tse

et al. 2013; Woitalla et al. 2014). Devido a combinagcdo de levodopa com
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inibidores periféricos de AADC, antieméticos, e ajustes na dose, o
aparecimento de nausea e vOmito foi drasticamente reduzido, mas nao
eliminado (Schapira 2008). Essa complicagdo pode interferir na absorgéo de
levodopa e a diminuicdo de efetividade da mesma em seu alvo de acgao.
Estudos sugerem que disturbios nessa absorgao possam ser uma das causas
de outro efeito adverso, conhecido como flutuagbes da resposta motora
(Pfeiffer 2003; Mukherjee et al. 2016). As flutuagbes sao divididas em trés

fendmenos: “wearing-off”, “on-off’, e “no-on”).

Com o uso prolongado da medicacgéao, o periodo de eficacia terapéutica
se reduz e os sintomas motores da DP comegam a ressurgir. A essa
deterioragdo de final de dose se da o nome de fenbmeno de “wearing-off”
(desaparecimento gradual). A medida que a doenca vai progredindo, essas
flutuagbes podem deixar de ser somente no final de dose e ocorrer de forma
imprevisivel. Os pacientes passam do estado médvel (“on” - sem sintomas
motores) para o imovel (“off” - com sintomas motores) de forma subita e sem
ligacdo com o tratamento farmacoldgico. A este fendbmeno se da o nome de
“on-off” ou flutuacbes complexas. Nos estagios mais avangcados da doenca a
medicagao pode nao apresentar mais agao, deixando os pacientes apenas em
estado "off", fendbmeno conhecido como "no-on" (Jankovic 2005; Bhidayasiri &
Truong 2008).

Aumento de dose e diminui¢cdo do intervalo entre as administragcdes sao
sugeridos a fim de contornar as flutuagbes. Porém, com a progressao da
degeneragao nigroestriatal, o nivel de dopamina na fenda sinaptica nao
consegue permanecer estavel. O estresse resultante da exposicdo desregrada
de dopamina aos seus receptores resulta no aparecimento de discinesia. A
discinesia € uma complicacdo do estado "on" caracterizada por movimentos
involuntarios anormais e excessivos (Krack et al. 1999; Del Sorbo & Albanese
2008). A incidéncia de flutuagdes motoras e discinesia é extremamente alta.
Aproximadamente 40% dos pacientes em terapia com levodopa desenvolverao
essas complicagdes apds uma média de 5 anos de tratamento, havendo relatos
desse valor chegar a 90% (Ahlskog & Muenter 2001; Van Gerpen et al. 2006).
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Os pacientes também podem sofrer com alucinagcbes visuais.
Alucinacdes consistem de percepg¢des espontaneas e aberrantes na auséncia
de estimulo externo quando o individuo se encontra acordado, em estado
consciente. As alucinagdes visuais em pacientes com DP é de curta duracéo e
normalmente envolve visbes de seres humanos, animais, prédios e cenarios
(Barnes & David 2001). Essas alucinagbes eram raramente descritas em
pacientes com DP na era pré-dopaminérgica (Fénelon & Alves 2010).
Atualmente 30% dos pacientes relatam esse problema, podendo chegar até
75% em pacientes com mais de 20 anos de doencga. Varios estudos sugerem
que a estimulagdo dopaminérgica, o desajuste entre os neurotransmissores, a
deméncia, a depressao severa e o estado de confusao estdao envolvidos em
sua patogénese. As alucinagdes visuais na DP é resultado de interagdes
complexas entre fatores farmacoldgicos e relacionados com a doenga e ainda
nao se conhece os mecanismos neuroquimicos responsaveis pela sua origem
(Diederich et al. 2009).

Alguns fatores clinicos parecem propiciar o aparecimento dos efeitos
adversos da terapia com levodopa, tais como sexo feminino, inicio precoce da
doencga, tempo de tratamento com levodopa, tempo de doenca, gravidade da
doenca quando da instituicdo da terapéutica, e dose usada de levodopa
(Rodriguez-Violante et al. 2015; Cedarbaum et al. 1991; Grandas et al. 1999;
Schrag & Quinn 2000; Zappia et al. 2005; Colombo et al. 2015; Bjornestad et al.
2016). Uma complexa posologia € utilizada para tentar reduzir os impactos dos
efeitos adversos ao paciente. Muitos farmacos foram desenvolvidos e tantos
mais estdo surgindo. Alguns dos mais utilizados sdo os inibidores da AADC
(tais como a carbidopa e a benzerazida); os inibidores da catecol-O-
metiltransferase (COMT) e da monoamina oxidase (MAO), enzimas que
metabolizam a dopamina (tais como selegilina e rasagilina); agonistas da
dopamina (como a apomorfina) e antiglutamatérgicos (como a amantadina)
(Obeso et al. 2010; Oertel & Schulz 2016).
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I.4. Farmacogenética da doenga de Parkinson

Pacientes respondem a tratamentos farmacolégicos de maneiras
diversas, podendo a mesma posologia ser benéfica, tdxica ou nao ter efeito
dependendo do individuo. Através de uma abordagem gene candidato, a
farmacogenética estuda como alteragbes no genoma modificam a resposta
individual aos farmacos. Mudangas na expressao, traducdo e funcédo de
proteinas que alteram os mecanismo de agdo (i. e. farmacodinamica), bem
como na metabolizagdo e no transporte (i. e. farmacocinética) dos farmacos
sao considerados como sendo uma das principais causas da variabilidade
interindividual. Os dois extremos da faixa de variagao, os efeitos adversos (e.g.
por lenta inativagdo ou excre¢cdo do medicamento) e a refratariedade (e.g. por
inativagdo ou excrecao excessivamente rapida do farmaco), sdo reconhecidos
como fendtipos farmacogenéticos. Através da identificacdo dos fatores
genéticos envolvidos, espera-se particularizar a terapia medicamentosa,
reduzindo a toxicidade e aumentando os beneficios do tratamento (Davies
2006; Ma & Lu 2011).

A levodopa é convertida em dopamina dentro das fibras dopaminérgicas
da substantia nigra pela enzima AADC, transcrita pelo gene DDC, sendo a
dopamina empacotada em vesiculas pela proteina transportadora vesicular de
monoaminas (VMAT). Inibidores da AADC sdo comumente utilizados no
tratamento dos pacientes com DP e o DDC é alvo constante de estudos de
terapia génica (Allen & Feigin 2014). O correto transporte da dopamina é de
vital importadncia ndo apenas para a sua estocagem e liberagdo na fenda
sinaptica, mas também para evitar sua oxidagao e minimizar a toxicidade por
espécies reativas de oxigénio no citoplasma resultantes de sua metabolizagéo
(Lohr & Miller 2014). Duas isoformas de VMAT foram descritas até agora, o
VMAT1 e o VMAT2. No sistema nervoso central, VMAT2 (transcrita pelo gene
SLC18A2) é a responsavel pelo transporte de dopamina citoplasmatica para
dentro de vesiculas (Yelin & Schuldiner 2002).

Quando liberada na fenda sinaptica, a dopamina faz contato com os
seus receptores no estriado, que sao divididos em dois grupos. O primeiro é

denominado de D1 e é composto pelos receptores D1 e D5. Eles estao
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acoplados a proteina Ga, que ativa a adenilato ciclase e aumenta os niveis de
monofosfato ciclico de adenosina (CAMP) intracelular. Ja o subtipo D2 é
composto pelos receptores de dopamina D2, D3 e D4. Eles estdo acoplados a
proteina Gai, que inibe a adenilato ciclase e diminui os niveis de cAMP
intracelular. Os neurbnios espinhais médios que expressam seletivamente
receptores D1 enviardo sinal pela via direta, ja os que expressam
seletivamente o D2 enviardo sinal pela via indireta. Apenas de 5 a 15% destes
neurénios expressam simultaneamente os dois receptores (Valjent 2009). O
receptor D2 é reconhecido como o maior alvo da dopamina no circuito
nigroestriatal, sendo o efeito do D1 e D3 moderado e do D4 e D5 minimo
(Missale et al. 1998; Rangel-Barajas et al. 2015).

Os axénios serotonérgicos enervam amplamente o estriado, assim como
os dopaminérgicos. Sua colocalizacdo permite complexas interagdes entre os
dois sistemas (Wallman et al. 2011), tais como interferéncias na agdo da
levodopa. Neurénios serotonérgicos expressam AADC e VMAT2, conseguindo
converter a levodopa em dopamina e liberar essa dopamina como um “falso
neurotransmissor’” (Miguelez et al. 2014). Com a morte das fibras
dopaminérgicas, a liberacdo da dopamina por essa via alternativa aumenta de
importancia, ocorrendo uma liberagdo descontrolada na fenda sinaptica logo
ap6s o uso do medicamento. O gene SLC6A4 codifica o transportador de
serotonina (SERT) que recicla a serotonina da fenda sinaptica de volta a
membrana pré-sinaptica. Alguns estudos apontam uma redugao dos niveis de
SERT no estriado de pacientes com DP (Guttman et al. 2007; Politis & Niccolini
2015).

Os receptores Apn de adenosina (AzaR), codificados pelo gene
ADORAZ2A, se localizam seletivamente nos neurdnios do estriado e do globo
palido, com aumento de concentragdo no putamen de pacientes com DP
discinéticos (Schiffmann et al. 1991; Svenningsson et al. 1997; Calon et al.
2004; Mishina et al. 2011; Ramlackhansingh et al. 2011). Além dessa co-
localizacdo, A,aR € capaz de formar heterodimeros com o receptor do tipo D2
de dopamina (DRDZ2), sendo essa interagao ja identificada no estriado (Fuxe et
al. 2015). AzaR estaria modulando a atividade da via indireta e regulando a

liberacdo de glutamato no estriado. Assim, alteragbes de sua funcédo e
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concentracado afetariam a execucgédo e planejamento de movimentos. Estudos
indicam que o uso de antagonistas do AzaR pode reduzir efeitos adversos

induzidos por levodopa (Morelli et al. 2012).

O neurotransmissor glutamato € o responsavel pelos sinais excitatorios
da alga motora e seu papel central na DP vem ganhando importancia. Uma das
co-medicagdes mais comumente utilizadas para o controle da discinesia
induzida por levodopa é o antagonista glutamatérgico amantadina (Vijayakumar
& Jankovic 2016). Dentro da classe dos receptores glutamatérgicos
metabotropicos (MGIuR) existem trés familias. Estudos com agonistas sugerem
que a ativagado da familia Ill pode aliviar os sintomas motores através da
reducdo da atividade geral da via indireta (Duty 2010). O receptor
metabotropico glutamatérgico 7 (mGIuR7) se localiza na membrana preé-
sinaptica dos ganglios basais. Ele modula negativamente a liberagao tanto de
glutamato quanto de acido gama-aminobutirico (GABA) e é reconhecido como
um alvo farmacéutico para doengas neurologicas e psiquiatricas (Callaerts-
Vegh et al. 2006; Patucha-Poniewiera et al. 2008; Li et al. 2009; Szczurowska &
Mares 2009; Greco et al. 2010).

Latrofilina-3 (LPHN3) é uma proteina G acoplada a receptores
responsaveis por adesao molecular em sinapses. Ela esta envolvida com
plasticidade sinaptica, orientacao axonal e formagao de novas sinapses (Lesch
et al. 2013; O’Sullivan et al. 2014). Varios estudos apontam para uma
associacdo da LPHN3 com o transtorno de déficit de ateng¢ao e hiperatividade
(TDAH) e seu tratamento com metilfenidato (Labbe et al. 2012; Bruxel et al.
2015). Metilfenidato € um inibidor do transportador de dopamina (DAT) com
potencial uso na terapia de pacientes com DP (Auriel et al. 2009). Receptores
glutamatérgicos e LPHN3 se conectam via SHANK3 (SH3 and multiple ankyrin
repeat domains 3), uma proteina estrutural que assegura o correto envio do
sinal neuronal. SHANK3 também esta envolvida na formacao e maturagao de
espinhos dendriticos (Boeckers et al. 2002).

O oxido nitrico (NO) vem ganhando destaque na DP. Ele é formado a
partir de uma L-arginina e uma molécula de oxigénio pela acdo de trés

diferentes enzimas altamente homodlogas, a Oxido nitrico sintetase (NOS)
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neuronal (NNOS), endotelial (eNOS) e induzivel (iINOS). O NO atua como
neuromodulador de neurénios glutamatérgicos, inibidor de sinais gabaérgicos,
vaso dilatador e possivel mediador entre atividade neuronal e fluxo sanguineo
no cérebro (Dzolji¢ et al. 2015). Dependendo da circunstancia, o NO pode tanto
contribuir para a morte neuronal, quanto ser protetor. Evidéncias sugerem
influéncia do NO na etiologia da DP e que a inibicdo de NOS pode ser um fator

protetor para a DP e o aparecimento de discinesia (Bortolanza et al. 2015).
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CAPIiTULO Il

JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS
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A DP é a segunda doenga neurodegenerativa mais comum com inicio
majoritario na terceira idade. Com a longevidade da populagdo crescendo, a
prevaléncia dessa doenga ira aumentar significativamente nas préximas
décadas, desafiando a medicina, a saude publica e a economia. Apesar da DP
possuir a terapia mais efetiva dentre as doengas neurodegenerativas, o uso de
levodopa pode determinar o aparecimento de efeitos adversos graves, tanto
agudos quanto cronicos, na maioria dos pacientes. Essas complica¢des
diminuem a qualidade de vida do paciente e de seus cuidadores, podendo

determinar a descontinuidade ou até completa interrupg¢ao do tratamento.

O estudo da farmacogenética da DP podera, além de contribuir para a
geragado de novas hipoteses sobre a fisiopatologia dos efeitos adversos, levar
ao desenvolvimento de testes genéticos que auxiliardo a tomada de decisao na
pratica clinica. A identificacdo de associagdo de variantes genéticas com a
resposta a levodopa podera ser utilizada para definir a priori o melhor
tratamento farmacologico para cada paciente, evitando-se assim o uso
desnecessario de farmacos potencialmente toxicos e com diferentes efeitos

colaterais em pacientes que nao se beneficiardo do mesmo.

As agéncias reguladoras de medicamentos dos Estados Unidos “US
Food and Drug Administration (FDA), da Europa “The European Medicines
Agency (EMA)” e do Japao “Japan’s Pharmaceuticals and Medical Devices
Agency (PMDA)” tem incentivado, na ultima década, a aplicagdo da
farmacogendmica no desenvolvimento de novos medicamentos bem como a
sua utilizagdo como critério para a prescricado de farmacos (Maliepaard et al.
2013). Os Institutos Nacionais de Saude dos USA e o Centro para o Avancgo da
Ciéncia Translacional consideraram que a implementa¢édo da farmacogendémica
€ um passo essencial para o desenvolvimento de uma medicina personalizada
(Collins 2011). Portanto, sao objetivos desse projeto identificar se variantes de
genes candidatos estdo associadas ao aparecimento de efeitos adversos

decorrentes do uso de levodopa em pacientes com DP.
Os objetivos especificos deste trabalho sao:

- lIdentificar se variantes de genes candidatos estdo associados ao

aparecimento do efeito adverso agudos de nausea e vomito;
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- lIdentificar se variantes de genes candidatos estdo associados ao
aparecimento de efeitos cronicos de flutuagdo motora, discinesia e alucinagdes

visuais.
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CAPITULO IlI

Association of DRD2 and DRD3 gene polymorphisms and gastrointestinal

symptoms induced by levodopa therapy in Parkinson’s disease.

The Pharmacogenomics Journal, 2016. doi: 10.1038/tpj.2016.79. [Epub ahead

of print]
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CAPIiTULO IV

Is there a role for ADORA2A polymorphisms in levodopa-induced dyskinesia

in Parkinson's disease patients?

Pharmacogenomics, 2015;16(6):573-582. doi: 10.2217/pgs.15.23.
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CAPITULO V

No association between nine candidate genes with dyskinesia, motor
fluctuations and visual hallucinations induced by levodopa in Parkinson's

disease patients.

Manuscrito em preparacao.
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CAPIiTULO VI

DISCUSSAO
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Os capitulos 1ll, IV e V abrangem de forma especifica a discusséao referente
aos resultados obtidos no presente trabalho. Assim, essa discussao visa abordar
aspectos gerais da relagcdo das variantes genéticas com a ocorréncia de efeitos
adversos decorrentes do tratamento com levodopa, bem como possiveis formas

de continuidade dessa linha de pesquisa.

Levodopa € considerado o farmaco mais efetivo em aliviar os sintomas
motores da DP ao restabelecer o aporte dopaminérgico perdido com a morte dos
neurdnios nigrostriatais (Abbott 2010). A efetividade e tolerédncia a terapia
aumentaram significativamente ap6s a combinagdo da levodopa com inibidores
da AADC, porém efeitos adversos ainda persistem em alta frequéncia nos

pacientes.

Efeitos adversos da terapia medicamentosa sdo definidos como reacdes
nocivas e involuntarias que ocorrem devido ao uso de farmacos em doses
normalmente toleradas pela maioria dos pacientes (World Health Organization
1972). Esses efeitos podem decorrer de multiplos fatores, tais como o correto
conhecimento da atividade farmacolégica do composto, interagdes
medicamentosas, toxicidade do farmaco e hipersensibilidade ao mesmo. Os

efeitos adversos sao causas comuns de morbidade e mortalidade entre pacientes.

Lazarou et al. (1998) estimaram uma incidéncia de efeitos adversos graves
de 6.7% e fatais de 0.32% em pacientes estadunidenses hospitalizados. Essa
porcentagem de efeitos fatais corresponde a aproximadamente 106.000 mortes
anuais, fazendo dessas reacdes entre a quarta e sexta causa de morte em
pacientes hospitalizados neste pais, na frente de problemas pulmonares, diabetes
mellitus, sindromes de imunodeficiéncia, pneumonia, acidentes em geral e
fatalidades associadas ao tréansito. Mais recentemente, Khan et al. (2013)
revisaram a literatura considerando pacientes hospitalizados em diferentes paises

e encontraram valores para o aparecimento de efeitos adversos entre 4 e 30%.

A genética é considerada um fator importante para a ocorréncia desses
problemas. Variagcbes em genes de metabolizagdo ou em alvos do farmaco

podem alterar a farmacocinética e a farmacodinamica dos mesmos. A influéncia
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da genética e sua forma de interferéncia ainda ndo est&o totalmente esclarecidas
e variam muito entre as classes de medicamentos. A farmacogenética tenta
desvendar o papel de variantes génicas, tais como polimorfismos, mutagoes,
variagées no numero de copias (CNV), na resposta a terapia medicamentosa (Ma
& Lu 2011). Variantes génicas podem estar relacionadas as modificacbes na
metabolizacdo, concentracdo e eliminacdo do farmaco em seu sitio de agcédo, bem
como a sensibilidade dos receptores ao principio ativo. Na DP, estima-se que a
grande maioria dos pacientes desenvolvera algum tipo de reagdo adversa a
terapia dopaminérgica (Schumacher-Schuh et al. 2014a). No presente estudo,
25% dos pacientes apresentaram problemas gastrointestinais agudos, tais como
nausea e vOmito, 25% apresentaram alucinagdes visuais, 44% apresentaram

discinesia e 74% apresentaram flutuagdes motoras.

Recentemente disfungbes gastrointestinais ganharam maior importancia
para o entendimento da etiologia da DP. Evidéncias apontam o trato
gastrointestinal como o local de inicio da agregagcdo de a-sinucleina, proteina
predominante nos corpusculos de Lewis, que posteriormente migraria para o
sistema nervoso central (Mukherjee et al. 2016). Especula-se que disfungdes no
trato gastrointestinal poderiam ser utilizadas como um marcador pré-sintomatico

da doenca. Além disso, a propria levodopa pode ser a causa dessas disfungdes.

O sistema nervoso central, autondmico e entérico esta envolvido no
controle das fungbes gastrointestinais. Parte da levodopa € convertida em
dopamina ainda no trato, por mais que inibidores da AADC fagam parte da
terapia. O aumento repentino de dopamina desregula receptores dopaminérgicos
levando a perda da peristalse, o que provoca diminuigdo da motilidade gastrica,
dor abdominal, nausea e vémito (Hardoff et al. 2001; Li et al. 2006). A dopamina
também estimula os receptores dopaminérgicos na area postrema, induzindo
nausea e vomito (Sanger & Andrews 2006). No capitulo Il relatamos uma
associagao entre polimorfismos potencialmente funcionais dos genes DRD2 e
DRD3 com a ocorréncia dos sintomas gastrointestinais de nausea e vomito em
pacientes com a DP. A nausea e o vbmito relatados por esses pacientes sao

predominantemente agudos. Modificagcbes na posologia juntamente com uma
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adaptacdo do organismo aos novos niveis gastrointestinais de dopamina

diminuem, muitas vezes cessando, os sintomas.

A gastroparesia, que consiste de uma lentiddo do esvaziamento do
estdmago, pode estar relacionada ao aparecimento de flutuagées motoras devido
a uma reducgdo na absorgao da levodopa (Pfeiffer 2003; Mukherjee et al. 2016).
Para contornar o aumento dos periodos em que o paciente ndo tem beneficio da
terapia, as doses de levodopa sao elevadas, bem como o numero de tomadas por
dia. Como a terapia dada aos pacientes n&o cessa a degeneragao nigroestriatal, a
continua perda neuronal aumenta o impacto das concentragdes de levodopa que

chegam ao seu local de agéo.

A discinesia € um efeito crénico derivado das oscilagdes abruptas de
dopamina no sistema (Van Gerpen et al. 2006). No capitulo IV descrevemos uma
associagao entre dois polimorfismos na regido promotora do gene ADORA2A com
discinesia, mas nao com flutuagcdes motoras, em pacientes com a DP. Receptores
A2aR influenciam de forma negativa a atividade dos receptores DRD2, principal
receptor dopaminérgico da via indireta da alga motora (Fuxe et al. 2015). Com
base em estudos funcionais in silico, a presenga do alelo C do polimorfismo
rs2298383 estaria associada com uma reducdo da expressdo do ADORAZ2A
(Hohoff et al. 2010). Essa redugédo poderia ter impacto na quantidade de
receptores D2 inibidos, dificultando o aparecimento de discinesia. Em estudo
anterior do nosso grupo, a associagao de um haplétipo entre o gene DRD2 e
ANKK1 (ankyrin repeat and kinase domain containing 1) com discinesia na
mesma amostra foi identificada (Rieck et al. 2012). Os achados com o0 ADORAZ2A
corroboram com a hipétese do receptor D2 ser peca chave na ocorréncia de

discinesia.

No capitulo V abordou-se o estudo de genes candidatos envolvidos na
farmacodindmica da levodopa, bem como na sinalizacdo glutamatérgica e
plasticidade sinaptica. Foram testadas a associagao dos genes DDC, SLC18A2,
DRD3, SLC6A4, GRM7, LPHN3, SHANK3, NOS1 e NOS3 com os efeitos
cronicos de discinesia e alucinagdes, porém nenhuma associagao positiva foi

encontrada. A patofisiologia das alucinag¢des visuais ainda ndo é bem entendida.
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Uma das hipoteses sugere que seu aparecimento possa estar relacionado a
estados de hiperativacdo dopaminérgica em estagios avangados da doenca
(Borgemeester et al. 2016). Recentemente, Ferrari et al. (2016) sugeriram que, no

caso da DP, a associacao seria com o DRD1 via algca motora direta.

Os resultados do presente trabalho se somam aos previamente descritos
por nosso grupo. Como ja mencionada, uma associagdo do DRD2/ANKK1 com
discinesia ja foi descrita (Rieck et al. 2012). Schumacher-Schuh et al. (2013)
verificaram a associacdo de um polimorfismo na regido promotora do
transportador de dopamina (DAT) com alucinagbes visuais e de um VNTR na
regidao 3’ desse mesmo gene com a dose de levodopa administrada. Também foi
observado que o gene HOMER1 (homer scaffolding protein 1), envolvido na
transducao do sinal glutamatérgico e plasticidade celular, aparenta ter um efeito
protetor contra efeitos adversos da levodopa nesses pacientes (Schumacher-
Schuh et al. 2014b).

Atualmente, os dados disponiveis sobre os fatores farmacogenéticos ainda
sao incompletos para a DP, ndo impactando em nenhuma decisao clinica. Em
recente revisdo, Schumacher-Schuh et al (2014a) identificaram 56 artigos
referentes a farmacogenética da DP, dos quais 30% estudaram discinesias, 22%
alucinacbes e 13% flutuagdes motoras. A maioria dos genes estudados esta
diretamente relacionada ao tratamento dopaminérgico, e todas as investigagdes
apresentaram resultados conflitantes. Tamanhos amostrais pequenos, diferentes
desenhos experimentais, variagcdes étnicas e diferentes definicbes e modo de

coleta do desfecho estudado podem estar contribuindo para essas discrepancias.

A amostra utilizada no presente estudo foi coletada durante um periodo de
oito anos. Neste periodo conseguimos recrutar 223 pacientes, um numero
equivalente ao apresentado por outros grupos no mundo. Estudos multicéntricos

e/ou a criagao de biobancos poderiam auxiliar no aumento do numero amostral.

O desenho experimental escolhido foi o transversal, por questdes
logisticas. Pela mesma razdo, a maioria dos estudos também utiliza esse
desenho. Como a DP é progressiva, estudos longitudinais poderiam trazer

resultados mais robustos. No entanto, esse tipo de estudo levaria muitos anos
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para ser concluido. Porém, estudos transversais podem ser de grande valia por
estarem mais préximos da realidade assistencial. Outro ponto que precisa ser
melhor discutido € a falta de definigbes precisas na literatura dos fendtipos
estudados e dos instrumentos utilizados para suas avaliagbes. Este fato limita a

comparacgao direta entre os estudos dificultando a solidez dos achados.

Considerando que a ocorréncia de efeitos adversos sido caracteristicas
multifatoriais, confundidores biologicos, demograficos e clinicos foram incluidos
nas analises. Essa abordagem permitiu mostrar que nenhum gene isolado explica
uma grande proporgdo da variabilidade observada. Covariaveis precisaram ser
incluidas no modelo em todas as analises. Esse fato é esperado em
caracteristicas multifatoriais, o que dificulta ainda mais a identificacdo de genes
de pequeno efeito em amostras nao muito grandes e, consequentemente, a sua

aplicagao como biomarcadores.

A populagdo brasileira € uma das mais heterogéneas do mundo. Os
amerindios ocupavam o territorio quando os portugueses chegaram em 1500 e
colonizaram o pais. Posteriormente entre os séculos XVI e XIX, africanos foram
trazidos ao Brasil como escravos. Além dos portugueses e africanos, outras
ondas migratorias ocorreram nos séculos XIX e XX, principalmente partindo da
Italia, Alemanha e Espanha (Callegari-Jacques et al. 2003). Todos esses eventos
migratorios contribuiram para a formacdo de uma populagdo multiétnica e

altamente miscigenada.

Essa heterogeneidade foi documentada em varios estudos que
demonstraram um padrao triétnico (europeus, africanos e amerindios) usando
marcadores uniparentais ou autossdmicos, embora nao uniforme na populagao
brasileira. No nordeste do Brasil, a contribuicdo africana é alta, no norte, a
contribuicdo de amerindios € mais pronunciada e no sul do pais os europeus sao
predominantes (Santos et al. 2010; Pena et al. 2011). Para minimizar os efeitos
da estrutura populacional, visto que a variagédo étnica tem papel determinante na
frequéncia alélica dos genes candidatos, todas as analises foram controladas por
etnia avaliada por autodeclaracdo dos pacientes mesmo que nao tenha havido

diferengas estatisticas entre os grupos.
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Um ponto ainda inexplorado é a importancia de variantes raras para o
aparecimento do fendtipo. Em recente estudo, Wright et al. (2016) utilizaram
dados do 1000 Genomes Project para estudar 120 farmacogenes. Das variantes
encontradas (total de 12084 variantes em 2504 individuos), 90% foram
classificadas como raras, sendo que modificacdes que poderiam interferir nas
proteinas foram mais abundantes neste grupo do que no das variantes comuns.
Painéis para sequenciamento de nova geracédo, exomas e GWAS (Genome-wide
association study) seriam ideais para explorar conjuntamente variantes raras e
comuns. Outra fragilidade é a funcionalidade das variantes. Os estudos de
funcionalidade s&o raros ou inexistentes, apesar de serem imprescindiveis para
entendermos seus impactos nos processos biolégicos e na formacédo de

hipéteses.

No anexo desta tese, apresentamos resultados preliminares obtidos em
parceria com a Eberhard Karls University of Tubingen, Alemanha, durante periodo
sanduiche desse doutorado com financiamento do CNPq. Foi desenvolvido um
painél para sequenciamento de nova geragdao para o estudo de 31 genes
candidatos. A avaliagcdo preliminar indica uma associagcdo de variantes raras e
comuns combinadas dos genes GRIN1 e GRIN2B, bem como apenas de
variantes raras dos genes TH e ADORA2A com o aparecimento de discinesia.
Além disso, 34 mutacdes identificadas ndo sao encontradas nos bancos de dados

dos projetos 1000 Genomes e Exome Aggregation Consortium (EXAC).

O conhecimento sobre a farmacogenética da DP esta lentamente
crescendo apesar de todas as limitagées descritas acima, com alguns genes se
destacando na literatura. A introdugao da levodopa no tratamento da DP impactou
de forma profunda a qualidade de vida dos pacientes. Todavia, seu uso leva ao
aparecimento de efeitos adversos tanto agudos quanto cronicos. O presente
trabalho contribuiu na geracdo de novas hipoteses de associagdes. Assim,
adicionamos pecas para o entendimento de como a genética pode influenciar na

resposta individual ao tratamento farmacolégico na DP.
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