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RESUMO

A doenca de Parkinson (DP) € a segunda doenca neurodegenerativa mais
frequente e € caracterizada por tremor de repouso, bradicinesia e rigidez
muscular. A levodopa é um precursor da dopamina, substancia que esta
diminuida no circuito nigroestriatal em pacientes com DP, e o principal
medicamento para o controle dos sintomas motores. Seu uso continuado pode
causar efeitos colaterais. O receptor de dopamina D, (DRD2) é reconhecido
como um dos maiores sitios de acdo da dopamina no sistema nigroestriatal,
controlando fungdes relacionadas ao movimento. Seus polimorfismos —141C
Ins/Del e o0 TaglA séao os mais estudados. Foram selecionados e avaliados 175
pacientes com DP idiopatica. Portadores do alelo -141C Del estdo sendo
protegidos da ocorréncia de discinesia (P=0,010) e homens portadores do alelo
TaglA Al necessitam de doses maiores de levodopa (P=0,048). Os resultados
obtidos até o momento sugerem que o gene DRD2 apresenta importante papel
na farmacogenética da DP idiopatica.

Palavras-chave: Parkinson, DRD2, TaqlA, -141C Ins/Del, Levodopa,
Farmacogenética.



INTRODUCAO

A doenca de Parkinson idiopatica (DP) € uma desordem neurologica
progressiva caracterizada por bradicinesia (lentiddo na execucdo dos
movimentos ou dificuldade em iniciar e executar movimentos), rigidez, tremor
de repouso, perda do tonus postural e de reflexos. Apesar de terem se passado
guase 200 anos desde que a doenca foi pela primeira vez descrita por James
Parkinson *, o exato mecanismo desta condicdo permanece desconhecido. O
sistema dopaminérgico dos pacientes encontra-se em um processo de
degeneracdao, reduzindo a quantidade de dopamina no circuito nigroestriatal e
conferindo uma perda de controle sobre as fun¢es motoras 2.

A dopamina n&o pode cruzar a barreira hematoencefélica e por isso, na década
de 1960, comecou-se a farmacoterapia com o0 uso de levodopa para o
tratamento da DP. Levodopa € um precursor da dopamina, sendo convertida a
ela pela enzima dopa descarboxilase. Este medicamento permite uma melhor
estimulacdo do estriado, que exerce o controle positivo sobre a geracéo e a
coordenacdo de movimentos °. A levodopa é administrada juntamente com
inibidores da dopa descarboxilase, tais como a carbidopa e a benzerazida, para
gue seja convertida em dopamina somente apds atravessar a barreira
hematoencefalica. A levodopa é a terapia mais eficaz conhecida para a DP,
mas um longo tratamento com ela pode causar efeitos adversos, como
discinesia (movimentos involuntario coreiformes ou distonicos) e flutuacdes
motoras *. Pacientes com a doenca de Parkinson que nunca foram tratados
com medicamentos dopaminérgicos nao apresentam discinesias induzidas pela
levodopa e agonistas da dopamina °. J& as complicagdes motoras consistem
principalmente de fenbmenos "wearing-off* (deterioracdo de final de dose), "on-
off" (flutuacbes de mobilidade para imobilidade) e "no-on" (dose de levodopa
pode n&o resultar em nenhuma melhora nos sintomas) °.

Para prevenir ou retardar estas complicacbes é recomendado a administracéo
de doses mais baixas possiveis, mas alguns pacientes necessitam de doses
maiores para responder ao tratamento. Muitos preferem apresentar o efeito
adverso de discinesia ao invés dos sintomas parkinsonianos e concordam em

manter o tratamento ’.



A sensibilizacdo do cérebro durante o periodo de tratamento, de modo que
cada administracdo de drogas dopaminérgicas resulta em uma perda de
eficacia da resposta, € chamado de “priming”. O processo de condicionamento
esta associado com mudancas nos receptores de dopamina e outros
neurotransmissores °. Por isso, polimorfismos nos genes envolvidos na rota da
dopamina podem ser fatores de susceptibilidade para os efeitos adversos ou
nenhuma eficacia da terapéutica medicamentosa na DP.

Em humanos, o gene do receptor D2 da dopamina (DRD2) esté localizado no
cromossomo 11q22-23 & e é expresso no putamen, nucleo caudado e no globo
palido °, que séo as regides afetadas em pacientes com Parkinson. Numerosos
estudos investigaram o papel do gene DRD2 em associagdo com aumento de
risco de vicios, tais como a alcool, nicotina, cocaina, opibdides entre outros; de
distlrbios alimentares; esquizofrenia e DP %2,

O polimorfismo -141C Ins/Del (rs1799732) consiste de uma insercao/delecéo
de uma citocisa na regido promotora do DRD2. Ele pode estar associado com a
densidade de receptor de dopamina na regido estriatal, mas os resultados sao
contraditorios. Um estudo in vitro, utilizando construcbes com luciferase em
(dois tipos celulares) células Y-79 e 293, apresentou uma diminuicdo na forca
do promotor nos fragmentos que continham o alelo -141C Del, enquanto um
estudo in vivo mostrou, através de tomografia por emisséo de positrons (PET)
em voluntarios saudaveis, uma associacdo entre o alelo Del e uma alta
densidade de receptores de dopamina no estriado ** .

O polimorfismo TaqlA (rs1800497), antigamente conhecido como pertencente
ao gene DRD2 por se localizar a 10.000 pb a jusante da mesmo, € sabido
agora se encontrar no 9° éxon do gene ANKK1 (ankyrin repeat and kinase
domain-containing 1), onde gera uma substituicdo de um &cido glutamico por
uma lisina (E713K) *>. O alelo Al é caracterizado por uma timina e o A2 por
uma citosina. Este polimorfismo, embora ndo considerado mais no gene DRD2,
estd em desequilibrio de ligacdo com ele e também com a densidade de
receptores no sistema nigroestriatal ** '®. Foi demonstrado que mRNAs e
proteinas do ANKK1 sdo expressas no sistema nervoso central de humanos

adultos e roedores, mas exclusivamente em astrécitos *’

, € que ele pode
regular negativamente fatores de transcricdo NF-kB '®. Sabe-se que a

expressdo do DRD2 é regulada por fatores NF-kB, estando o ANKK1 ligado a



via de maneira indireta *°. Nosso obijetivo foi investigar se os polimorfismos -
141C Ins/Del e TaglA estariam associados com o aparecimento de efeitos
adversos resultantes do uso prolongado de levodopa e se eles estariam

relacionados com a dose dopaminérgica total administrada.



MATERIAIS E METODOS

Foram recrutados pacientes do ambulatério de Distarbios do Movimento do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) com doenca de Parkinson
idiopética durante os anos de 2006 a 2010. Apenas pacientes que possuiam 45
anos ou mais no momento do diagndstico da doenca e que tomam atualmente
mais de 200 mg de dose equivalente de levodopa por dia foram incluidos nesse
estudo. Foram consideradas informacfes sobre sexo, idade, idade de inicio da
doenca, duracdo da doencga, tratamento medicamentoso atual, efeitos adversos
de discinesias e flutuagcbes motoras. A carga total de consumo de
dopaminérgicos (em miligramas de dose equivalente de dopamina) foi
calculada de acordo com Hobson e cols. (2002) .

As amostras de DNA foram extraidas pelo método de salting out, a partir de
sangue periférico de 175 pacientes. Os polimorfismos foram amplificados pela
técnica de PCR e os produtos clivados por endonucleases de restricdo (BstN1
para o polimorfismo -141C Ins/Del e Tagl para o polimorfismo TaqlA). As
técnicas utilizadas foram modificadas de Dubertret e cols. (2004) e de Grandy e
cols. (1993)* #. Os fragmentos foram separados por eletroforese em gel de
agarose a 2% corado com brometo de etidio.

O desequilibrio de ligacdo entre os polimorfismos estudados foi estimado pelo
programa Multiple Locus Haplotype Analysis (Mlocus 3.0) %.

Andlises de regressao foram feitas com o programa SPSS Statistics 18 IBM
(IBM Corporation, EUA, 2008) para cada polimorfismo por modelos de
regressao.

O modelo de regressao logistica foi utilizado para testar a associacdo dos
dois polimorfismos com presenca de efeitos adversos. Cada efeito adverso foi
a variavel dependente, e a duracdo da doenca, a dose equivalente de levodopa
e 0 genotipo (modelo dominante) as variaveis independentes. Os fenbmenos
de flutuacbes motoras foram unidos em um unico grande grupo. O modelo de
regressao linear foi utilizado para testar a associacdo dos dois polimorfismos
com a demanda de medicamentos dopaminérgicos. A dose equivalente de
levodopa foi a variavel dependente, e a duracdo da doenca, 0 sexo e 0O
gendtipo (modelo dominante) as variaveis independentes.

O nivel de significancia em todas as analises foi de 5%.



RESULTADOS

A amostra foi constituida inicialmente de 175 pacientes com Parkinson
idiopatica. Devido as exclusfes por idade de inicio e dose consumida, apenas
143 aprovados para a inclusdo nas analises. As caracteristicas dos pacientes
estdo resumidas na tabela 1, separadas pelos genotipos. Os polimorfismos
-141C Ins/Del e TaglA nao se encontra em desequilibrio de ligacdo (P=0,404;
d’=0,078), e por isso ndo foi construido nenhum modelo com haplotipos.

A frequiéncia de alelo -141C Ins foi de 87%, e a do alelo TaglA A2 foi de 74%.
Utilizando um modelo dominante, os portadores do alelo Del, quando
controlados por tempo de doenca e dose equivalente do medicamento,
apresentam uma protecao para a ocorréncia de discinesia (P=0,010), conforme
apresentado na tabela 2. Nao houve correlagdo com o alelo Al e discinesia
(P=0,755).

Portadores do alelo Al necessitam de doses mais elevadas de levodopa,
guando esta variavel é controlada por sexo e duracdo da doenca (P=0,048),
conforme apresentado na tabela 3. Nao houve correlacédo entre o alelo Del e a
dose equivalente consumida (P=0,924).

N&o foi encontrada nenhuma associacdo dos polimorfismos com o efeito

colateral de flutuagdes motoras (P>0,05).



DiscussAo

Nos primeiros anos os pacientes com DP respondem bem ao tratamento com
levodopa. Porém, apés este periodo, conhecido como de "lua-de-mel”, muitos
deles tém efeitos colaterais e perda de eficAcia de medicamentos. O sistema
dopaminérgico desempenha no cérebro um papel critico na DP, e neste estudo
foi investigado se os genes DRD2 e ANKK1 estdo associados com 0sS
problemas derivados da terapia medicamentosa.

Discinesia representa uma resposta excessiva de levodopa, que em alguns
casos, devem ser aceitos para experimentar os beneficios da levodopa ?3. H&
um equilibrio muito ténue entre a dose e os efeitos negativos decorrentes. O
aumento da concentracdo de dopaminérgicos muitas vezes melhora as
flutuacdes, mas piora a discinesia. A discinesia esta presente em 36,4% dos
nossos pacientes, com média de 6,85 anos de tratamento. Este valor esta de
acordo com trabalhos anteriores, com uma taxa estimada de 30% em 5 anos
de tratamento e 59% em 10 anos %%,

As flutuacbes estao presentes em 69,3% dos casos. Flutuacées motoras nao
foram tabuladas na maioria dos estudos iniciais de levodopa, e 0s poucos
estudos mostram freqiiéncias em torno de 40% em 4-6 anos de tratamento *
% As frequéncias genotipicas e as freqiiéncias alélicas observadas foram
semelhantes aos encontradas em estudos anteriores em pacientes com DP,
esquizofrénicos e controles % 4272,

Observamos, em nossa amostra, que 0s pacientes portadores do alelo Del
estdo sendo protegidos para o efeito adverso de discinesia decorrente do
tratamento com levodopa (P=0,010). Interessante € que, apesar de existirem
muitos estudos com esses polimorfismos e propensdo a vicios, disturbios

p 1012.30 "axiste uma literatura muito

compulsivos, esquizofrenia e alguns com D
pobre estudando os efeitos desses dois polimorfismos especificamente no
tratamento da DP.

Apenas um grupo alemao estudou a relacdo entre os polimorfismos -141C
Ins/Del e TaglA com a discinesia na DP (79 casos e 93 controles), mas néo foi
encontrada associacdo °!. Eles analisaram também a relacdo destes
polimorfismos e o fendmeno "on-off* (93 casos e 80 controles) e néo

encontraram nenhuma associa¢gdo, como nés. Apenas um outro grupo chinés



examinou a relagdo do polimorfismo TaqlA com flutuagdo motora na DP, com
uma amostra reduzida (40 casos e 40 controles), e detectou uma associacao
com a presenca de flutuacéo e o alelo Al *%,

O sinal produzido pela substancia nigra é recebida no corpo estriado, uma
regido repleta de receptores D2, mediando os efeitos motores da estimulagcao
central da dopamina *.Maior densidade de receptores de dopamina no
estriado pode estar ligada a resposta excessiva de levodopa, a causa da
discinesia. Mais estudos séo necessarios para determinar se o alelo Del prevé
realmente um aumento da densidade de receptores de dopamina para
compreendermos melhor sua influéncia sobre a discinesia.

O polimorfismo TaglA era conhecido anteriormente como parte do gene DRD2,
mas agora € sabido que ele se localiza no gene ANKK1. Uma provavel relacao
entre 0 gene ANKK1 e o sistema dopaminérgico foi documentada: ANKK1 é
ativado por apomorfina, um agonista dopaminérgico ’. Além disso, ha
evidéncias de que variantes do ANKKL1 alteram niveis de expressao de genes
reguladores de genes NF-kB, sendo que a expressédo do DRD2 é regulada por
fatores de transcricito NF-kB '8 Proteinas e mRNA do ANKK1 foram
encontrados sendo expressos em astrécitos do sistema nervoso central (SNC)
de humanos, assim, ANKK1 poderia estar afetando indiretamente a densidade
de receptores de dopamina D2 ** 718,

Na nossa amostra, homens portadores do alelo Al do polimorfismo TaglA
necessitam de doses maiores de medicacdo (P=0,048). Trabalhos anteriores
testaram se o0 gendtipo TaglA na DP é responsavel pela demanda de
medicamentos dopaminérgicos e concluiram que o polimorfismo TaglA sozinho
nao tem um papel essencial para a variabilidade interindividual da exigéncia
dopaminérgica na DP #. Eles utilizaram uma férmula modificada do célculo de
dose equivalente de levodopa e nao controlaram por sexo. Quando analisamos
nossos dados sem o controle por sexo a significancia é perdida. E sabido que
homens e mulheres tém diferencas no desenvolvimento da DP, provavelmente
devido a questdes hormonais 3.

Novos trabalhos estdo sendo apresentados com uma nova abordagem sobre o
assunto, em cima da o6tica do gene ANKK1 e ndo somente do gene DRD2. Os
resultados sdo promissores: ha fortes indicios de que o polimorfismo TaglA

contribua mais para efeitos no ANKK1 do que com o DRD2 adjacente. A



especulacdo € de que outros polimorfismos dentro da ANKK1 estdo em

associacdo com doencas e TaqlA é um marcador deles & 3 3¢

, explicando as
discrepancias entre os estudos.

Os resultados obtidos pelo nosso estudo devem ser analisados com cautela. A
nossa amostra, apesar de inicialmente conter 175 individuos, € composta de
apenas 143 pacientes, devido a severidade na aprovacado de cada paciente
para o estudo e a incidéncia relativamente baixa de DP na populagdo em geral
(0,3% na populacdo geral e cerca de 1 a 3% da populacdo acima de 60 anos,
aumentando com o aumento da idade) *’. Pacientes que apresentaram o0s
primeiros sintomas da doenga com idade inferior a 45 anos foram descartados
pela grande possibilidade de DP monogénica. Pacientes com um consumo
diario dopaminérgico menor de 200 mg foram descartados devido ao ndo-uso
da substancia levodopa, mas de diferentes agonistas e inibidores que
contribuem na equacéo de dose equivalente de levodopa. Na nossa amostra,
as mulheres precisavam de carga dopaminérgica superior do que os homens, e
estudos epidemioldgicos indicam que os homens usam doses de levodopa
mais elevadas do que as mulheres .

As diferencas com outros estudos podem ser devido ao tamanho da amostra,
diferencas étnicas, o desenho do estudo e as evidéncias de que TaglA seria
apenas um provavel marcador. Trabalhos anteriores, em sua maioria,
basearam suas hipdteses em estudos de caso-controle, sendo o controle
formado por voluntarios saudaveis, enquanto nosso estudo analisou apenas
pacientes com DP.

Nosso estudo sugere uma possivel relacéo entre o DRD2 e o efeito colateral de
discinesia e entre 0 ANKK1 e o requerimento dopaminérgico em pacientes com
DP. Esses genes podem estar desempenhando um papel importante na
farmacogenética da doenca de Parkinson idiopatica. Outros estudos
explorando maiores regifes dos genes DRD2 e ANKK1 sdo necessarios para o

melhor entendimento de seus papéis na doenca.
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TABELAS

Genotipo n (%)

Sexo (m/f)

Idade (a)

Idade de inicio
DP (a)

Duracé&o DP (a)
Tempo de uso de
levodopa (a)

Dose equivalente d
levodopa (mg)

Discinesia (%)

Flutuacbes
motoras (%)

Tabela 1. Caracteristica dos pacientes e gendtipos

Todos 143
(100)

71/72

70,21
(£9,162)

61,17
(£9,787)

9,12
(£ 5,096)

6,85
(+ 5,048)
© 762,82
(+ 397,229)

35,7

67,8

Al/A1 12

(84)

8/4

70,92
(£6,694)

60,67
(£8,083)

10,25
(#6,225)

7,64
(#6,470)

802,25

(£391,864)

33,3

66,7

Al/A2 51
(35,7)

28/23

69,67
(+9,459)

61,24
(+10,499)

8,49
(%5,278)

6,94
(+5,430)

803,96
(#372,073)

39,2

70,6

A2/A2 80 Ins/Ins 110
(55,9) (76,9)
36/44 57/53
70,45 70,07

(+9,364) (8,987)
61,20 60,99

(+9,658) (£9,404)
9,35 9,17

(+4,811) (£5,037)
6,69 7,03

(+4,632) (£5,004)
730,67 764,93

(+415,029) (+413,908)
33,8 41,8
66,3 69,1

Ins/Del 29
(20,3)

13/16

70,62
(9,533)

62,31
(+10,824)

8,34
(+4,561)

5,31
(+3,550)

763,47
(£363,144)

17,2

65,5

n, nimero de pacientes; m, masculino; f, feminino; a, anos; DP, doenga de Parkinson; mg, miligramas
A média de dose equivalente entre os homens é de 691,27 mg e entre as mulheres é de 835,37 mg.

Tabela 2. Resultado da analise de regressao logistica para o efeito adverso de discinesia.

Variaveis
Duracé&o DP (a)

Dose

de levodopa (mg)
Del/Del + Ins/Del*

equivalente

B
0,343

0,109

-1,461

SE Wald
0,259 1,750
0,035 9,405
0,566 6,665

1,409 (0,848 - 2,341)

1,115 (1,040 - 1,195)

df P Exp(B) (95% CI)
1 0186
1 0,002
1 0010

0,232 (0,077 - 0,703)

Del/Del 4
(2,8)

22

71,00
(¥13,687)

57,75
(+14,080)

13,25
(£9,179)

14,67
(+11,060)

700,00
(+88,976)

0,0

50,0

DP, doenga de Parkinson; a, ano; mg, miligramas; B, coeficiiente estimado; SE, erro padrdo; Wald, testa a significancia

estatistica de cada coeficiente (B) no modelo (estatistica Z); df, graus de liberdade; P, significancia; Exp(B),

exponenciagdo do coeficiente B, que é uma razéo de chances (odds ratio — OR); Cl, intervalo de confianga.

* Modelo dominante do polimorfismo -141C Ins/Del para o alelo Del.

Tabela 3. Resultado da analise de regresséo linear para
dose equivalente de levodopa administrada.

Variaveis B (95% CI) B SE [ t P

Duracéo DP (a) 3,320 (2,114 - 4,527) 3,320 0,610 0,416 5,441 0,000
Sexo -1,641 (-3,644 - 0,361) -1,641 1,013 -0,125 -1,620 0,107
A1A1 + A1A2* 1,996 (0,014 - 3,978) 1,996 1,002 0,150 1,991 0,048

DP, doencga de Parkinson; a, ano; B, coeficiente estimado; Cl, intervalo de confianga; SE, erro padréo; B, coeficiente

padronizado; t, distribuic&o t de Student; P, significancia.

* Modelo dominante do polimorfismo TaglA para o alelo Al.



