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LISTA DE ABREVIATURAS

TDAH (ADHD) — Transtorno de Déficit de Atencéo/Hiperatividade (Antention
Deficit/Hyperactivity Disorder)

MFD (MPH) — Metilfenidato (methylphenidate)

CES - Carboxilesterase

DSM-IV — Manual diagnéstico e estatistico de doencas mentais, verséo IV

DAT — Transportador de dopamina

DAT1 — Gene do transportador de dopamina

CES1 - Carboxilesterase 1

d-MFD — dextro-metilfenidato

[-MFD - levo-metilfenidato

5'UTR — Regiéo 5’ ndo traduzida

SNP — Single Nucleotide Polymorphism (Polimorfismo de Nucleotideo Unico)

pb — pares de bases

kb — kilo bases (mil pares de bases)

CPT-11 — irinotecano

C/EBP — CCAAT/enhancer binding protein

MAO-A — Monoamino oxidase-A

HTR1B — Receptor de serotonina 1B

HTR2A — Receptor de serotonina 2A

5-HTT — Transportador de serotonina

DRD4 — Receptor de dopamina tipo D4

ADRAZ2A — Receptor adrenérgico a-2A

COMT - Catecol-O-metiltransferase

SNAP 25 — Proteina 25 associada a sinaptossoma

BSSERS - Barkley Stimulant Side Effect Rating Scale



RESUMO

O Transtorno de Déficit de Atencao/Hiperatividade (TDAH) esta entre as doencas
psiquiatricas mais comuns na infancia e adolescéncia. O TDAH é uma doenga
bastante heterogénea caracterizada por sintomas de desatencao, hiperatividade e
impulsividade, determinando prejuizo significativo na qualidade de vida dos
pacientes. O metilfenidato (MFD) € o farmaco estimulante mais utilizado e o Unico
disponivel no Brasil para o tratamento do TDAH, possuindo grande efetividade no
tratamento dos sintomas. Embora os efeitos adversos do metilfenidato ndo sejam
graves, eles podem ter impacto em curto e em longo prazo nos dominios do
funcionamento. O efeito adverso mais relatado durante o tratamento € a reducéo de
apetite com perda de peso. O gene CES1 codifica a enzima responsavel pela
hidrolise do MFD ao metabdlito inativo 4cido ritalinico antes de entrar na corrente
sanguinea. Apesar de varios estudos farmacogenéticos do TDAH ja terem sido
publicados, pouca atencao foi dedicada a variabilidade da farmacocinética do MFD.
O objetivo deste estudo foi avaliar a associagdo entre o polimorfismo -75T>G
(rs3815583) no gene CESL1 e a reducao de apetite em criancas com TDAH.

Um total de 213 criancas com TDAH preencheram os critérios de inclusdo para
participar do estudo. O diagnéstico de TDAH e suas comorbidades foram realizados
através de trés estagios, previamente descritos na literatura. As dosagens de
metilfenidato foram aumentadas até ndo haver mais melhora clinica ou até existirem
efeitos adversos significativos (doses acima de 0,3 mg/kg/dia). A medida dos efeitos
adversos foi baseada na Barkley Stimulant Side Effect Rating Scale (BSSERS) e
aplicada por psiquiatras, sem o conhecimento prévio dos gendtipos, antes do
tratamento, no primeiro e terceiro més de tratamento.

Uma piora significante nos escores reducdo do apetite desde o inicio até o primeiro
e terceiro més de tratamento [n = 205; F (2,270) = 82,07, p <0,001] foram
observados. O alelo G foi significativamente associado com reducdo do apetite
durante o tratamento [F (1,197) = 4,04, p = 0,046]. Uma interacao significativa entre
o alelo G e o tempo de tratamento também foi observada [F (2,265) = 3,71, p =
0,026]. Portadores do alelo G apresentavam 3,5 vezes o risco de maiores escores
de reducéo do apetite comparados com individuos homozigotos para o alelo T (OR =
3,47, 95% (ClI) = 1,38-8,77, p = 0,009).



Os resultados sugerem uma influéncia do polimorfismo -75 T> G do gene CES1 na
piora da reducédo de apetite durante o tratamento com MFD em criangas com TDAH.
Este é o primeiro estudo farmacogenético de uma associacéo de efeitos adversos ao
MFD com um gene envolvido na farmacocinética deste farmaco, portanto, a
replicacdo é necessaria.



ABSTRACT

Attention-deficit/hyperactivity disorder (ADHD) is one of the most prevalent psychiatry
disorders in childhood and adolescence, affecting 5.3% of children worldwide. ADHD
is a very heterogeneous disorder characterized by symptoms of inattention,
hyperactivity and impulsivity determining significant impairment across the life cycle.
Methylphenidate (MPH) is the most widely and the only prescribed stimulant drug for
ADHD treatment in Brazil, and it has great effectiveness on the treatment for ADHD
symptoms. Although adverse effects of methylphenidate are mild, they can have an
impact on the short and long term domains of functioning. The most frequently
reported adverse effect during treatment is appetite reduction with weight loss. The
CES1 gene encodes the enzyme responsible for hydrolysis of the inactive metabolite
MPH to ritalin acid before entering the systemic circulation. Although several ADHD
pharmacogenetic studies have been published, little attention has been paid to the
genetic variability associated with MPH pharmacokinetics. The aim of the present
study was to evaluate the association between the -75 T>G (rs3815583)
polymorphism CES1 and appetite reduction in children with ADHD.

A total of 213 children with ADHD fulfilled inclusion criteria to participate in the study.
A consensus diagnosis of ADHD with or without comorbidity was achieved through a
three-stage process, as previously described in the literature. Dosages of short-
acting MPH were augmented until no further clinical improvement was detected or
until there were significant adverse events (MPH dose always > 0.3 mg/kg/day). The
primary outcome measured was the parent-rated Barkley Stimulant Side Effect
Rating Scale (BSSERS). The scale was applied by child psychiatrists blinded to
genotype at baseline and at 1 and 3 months of treatment. A significant worsening in
appetite reduction scores from baseline to the first and three months of treatment [n =
205; F (2,270) = 82.07, p<.001] were observed. The G allele was significantly
associated with appetite reduction scores during treatment [F (1,197) =4.04, p =
.046]. A significant interaction between the G allele and treatment over time for
appetite reduction scores was also observed [F (2,265) = 3.71, p = .026]. G allele
carriers presented 3.5 times the risk to develop the highest scores of appetite
reduction when compared with subjects homozygous for the T allele (OR=3.47, 95%
(Cl)=1.38-8.77, p =.009).



The present results suggest an influence of the CES1 —75 T>G on appetite reduction
worsening of with MPH treatment in children with ADHD. This is the first
pharmacogenetic report of an association of MPH side effects with a gene involved in

the pharmacokinetics of this drug, therefore replication is warranted.
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1.1 CONSIDERACOES GERAIS

O Transtorno de Déficit de Atencao/Hiperatividade (TDAH) € uma doenca
psiquiatrica comum que atinge cerca de 5% de criancas e adolescentes em idade
escolar ao redor do mundo (Polanczyk et al. 2007a). Essa frequéncia diminui com a
idade, mas na vida adulta a incidéncia é de 2,5% a 4,4% (Fayyad et al., 2007). Esse
transtorno € caracterizado por desenvolvimento inapropriado e niveis prejudiciais de
desatencédo, hiperatividade e impulsividade de acordo com DSM-IV, onde saos
subdivididos em dois grupos comportamentais: desatencéo e
hiperatividade/impulsividade (American Psychiatric Association, 2004). Para o
diagnostico de TDAH, a crianca deve apresentar pelo menos seis sintomas de
desatencdo e/ou seis sintomas de hiperatividade/impulsividade no minimo por 6
meses, com caracterizacdo de prejuizo em funcédo destes sintomas em mais de um
ambiente (por exemplo: casa e escola) e inicio do prejuizo antes dos sete anos.
Com base nesses sintomas, trés subtipos clinicos de TDAH podem ser
reconhecidos: predominantemente desatento; predominantemente
hiperativo/impulsivo e subtipo combinado. Esses sintomas sao de grande impacto na
sociedade, pois afetam o desempenho académico, as relacdes familiares e o
ajustamento social dos individuos. Socialmente, criancas que tém o subtipo de
desatencdo sdo menos agressivas e tém menos comorbidades como o transtorno
opositor-desafiante ou transtorno de conduta, quando comparadas com as que tém
0 subtipo hiperativo/impulsivo ou os sintomas combinados (Maedgen e Carlson,
2000, Eiraldi et al.,, 1997). As criancas classificadas como predominantemente
desatentas e do subtipo combinado parecem apresentar uma taxa mais elevada de
prejuizo académico. Os sintomas de conduta e oposi¢ao/desafiante ocorrem mais
frequentemente em criangas com qualquer um dos tipos de TDAH do que em

criancas normais (Rohde et al., 2000).

A taxa de meninos com TDAH é trés vezes maior que em meninas segundo
estudos clinicos (Rohde et al., 1999; Biederman and Faraone, 2005), enquanto que

estudos epidemiolégicos relatam uma taxa de 2:1 (Arcia and Conners, 1998). Parte
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dessa diferenca possivelmente € determinada por um viés devido aos sintomas de
comportamento  disruptivo, no qual meninos tém mais sintomas de
hiperatividade/impulsividade e oposicdo do que meninas (Abikoff et al., 2002;
Biederman et al., 2002). No entanto, ha também uma escassez de pesquisas em
pacientes femininos com TDAH. Resultados conflitantes quanto ao dimorfismo
sexual nessa patologia sao relatados na literatura (Berry et al., 1985; Horn et al.,
1989; Breen and Altepeter; 1990; Faraone et al., 1991). Mas, considerando a alta
herdabilidade do TDAH (Biederman and Faraone, 2005), é possivel que diferentes
vias genéticas determinem expresséo diferenciada dos sintomas de TDAH e bem
como de caracteristicas associadas por género (Bierdeman et al.,, 2008).
Aproximadamente 65% das criancas com diagnéstico de TDAH continuam
apresentando os sintomas na vida adulta, demonstrando que é um transtorno do
desenvolvimento cronico (Barkley, 2002), mas a diferenca de taxas entre os géneros

diminui e a distribuicdo tende a ser mais similar.

1.2 ETIOLOGIA

7

O Transtorno de Déficit de Atencao/Hiperatividade € uma desordem
heterogénea e complexa. Ha evidéncias que fatores ambientais tenham um papel
importante na sua etiologia (Banerjee et al., 2007); mas também existem fortes
indicios que apdiam a contribuicdo genética no desenvolvimento do transtorno.
Dentre as contribuicdes ambientais, os fatores psicossociais que atuam no
funcionamento adaptativo e na salde emocional da crianga, tais como
desentendimentos familiares e presencga de transtornos mentais nos pais parecem
ter um papel importante no surgimento e na manutencdo da doenca (Faraone and
Biederman 1998). Discérdia marital grave, classe social baixa, familia muito
numerosa, criminalidade dos pais, psicopatologia materna e colocacdo em lar
adotivo, foram algumas das adversidades sociais ja associadas com o TDAH
(Biederman et al.,, 1995). Estudos que focam a associacdo entre TDAH e

complicagbes na gestagcdo ou no parto apoiam a idéia que problemas como
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eclampsia, duracdo do parto, estresse fetal, baixo peso ao nascer, ma saude
materna, uso de alcool e nicotina pela méae, predisponham ao TDAH (Faraone and
Biederman, 1998; Mick et al, 2002). Em 2005, Faraone et al. demonstraram a alta
herdabilidade do TDAH através de uma revisdo, onde descrevem varios estudos
relatando uma elevada prevaléncia do transtorno entre membros de uma mesma
familia. O risco aumenta de duas a oito vezes entre pais e irmaos de criangas com
TDAH. Estudos de ado¢cdo mostram que pais biolégicos de criancas com TDAH tém
prevaléncia trés vezes maior da doenca quando comparados aos pais adotivos. Em
mais de 20 estudos com gémeos dos Estados Unidos, da Austrélia, da Escandinavia
e da Unido Européia, a herdabilidade foi estimada em média em 76% (Faraone et
al., 2005).

Dentre os diversos estudos ja realizados para entender o padréo de heranca
da doenca nas familias, o0 mais aceito atualmente, é que a transmissdo do TDAH
ocorre através de varios genes de pequeno efeito, que interagem entre si e com o
ambiente, conferindo suscetibilidade ao transtorno (Nigg and Goldsmith, 1998;
Thapar et al., 1999). Os fatores genéticos que influenciam a origem do TDAH podem
ser diferentes daqueles que atuam ao longo dos estagios de desenvolvimento do
individuo, por exemplo, os genes que contribuem para o TDAH na infancia podem
nao ser oS mesmos para 0S casos em adultos. E ainda estes componentes
genéticos podem ser distintos no que se refere ao curso, desfecho e presenca de
comorbidades (Thapar et al., 2007). Entretanto, ainda € uma incognita como esses
fatores ambientais e genéticos influenciam o cérebro e consequentemente o

comportamento dos individuos afetados.

1.3 FISIOPATOLOGIA

Vérias teorias foram formuladas para explicar a fisiopatologia do TDAH. Ha
relatos de que em testes neuropsicologicos, criancas portadoras de TDAH,

apresentavam desempenho prejudicado nas tarefas que exigiam fungdes cognitivas
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como atencao, percepcdo, organizacdo e planejamento, pois tais processos se
encontram relacionados com o lobo frontal e areas subcorticais (Swanson et al.,
1998b). Barkley (1997) sugeriu uma teoria neuropsicolégica na qual a inibicdo
comportamental seria o principal déficit do TDAH, com distlrbios em cinco dominios
neuropsicoldgicos. Esses padrdes eram similares ao observados em adultos com
dano no lobo pré-frontal, sugerindo que o cértex frontal ou regibes projetadas a ele
nao estao funcionais em criancas com TDAH. Wender et al. (1971) propuseram que
0s sintomas do transtorno seriam causados por anormalidade nos sistemas da
dopamina (DA) e da noradrenalina (NA), sendo que a medicacdo estimulante usada
para tratar os sintomas atua nesses neurotransmissores para compensar o déficit.
Evidéncias neuroanatdémicas sugeriram que os sintomas do TDAH poderiam ser
causados por disfuncdes fronto-limbicas, onde um fraco controle inibitorio frontal
cortical sobre as funcdes limbicas poderiam levar ao TDAH (Satterfield and Dawson,
1971). Recentemente, o sistema serotonérgico também foi implicado na etiologia do
transtorno. A serotonina (5-HTT) esta envolvida na regulacdo de uma ampla gama
de funcdes psicologicas, comportamentais e biolégicas que, quando desreguladas,
influenciam o desenvolvimento e evolucdo de um conjunto também amplo de
transtornos psiquiatricos e médicos (Lucki, 1998). O papel do sistema serotonérgico
no TDAH é também apoiado por um estudo mostrando que os niveis de 5-HTT nas
plaguetas foram relativamente mais baixos em um grupo de criancas TDAH grave
(Spivak et al., 1999).

O sistema dopaminérgico tem sido o maior foco de estudos para explicar o
TDAH. No cérebro ha quatro vias dopaminérgicas bem definidas: a nigroestriatal que
€ parte do sistema extrapiramidal e controla os movimentos; a mesolimbica que, se
projetando para o nucleus accumbens, se relaciona com o comportamento e a
sensacao de prazer; a via mesocortical, que ao se projetar na area tegmental ventral
do mesencéfalo, atinge o cértex limbico onde atua sobre a funcdo cognitiva e no
controle motor frontal e a tuberoinfundibular que na hipdfise controla a secrecao de
prolactina (Van der Kooij and Glennon, 2007). As vias dopaminérgicas mesocortical
e nigroestriatal estariam implicadas no TDAH; uma hipofuncdo nas areas corticais

seria responsavel por déficits cognitivo e das fun¢des executivas, ou seja, conjunto
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de funcBes responsaveis pelo inicio e desenvolvimento de uma atividade com
objetivo final determinado (Davids et al., 2003; Cardinal et al., 2004). De outra parte,
uma hiperfuncdo dopaminérgica no nudcleo estriado resultaria nos sintomas de
hiperatividade e impulsividade. (Kadesjo e Gillberg, 1999). Assim, a hipotese
dopaminérgica inicial de que diferentes anormalidades neste sistema explicariam os
sintomas orientou um grande numero de estudos neurobioldgicos e genéticos, que

em muito ampliaram o conhecimento sobre o TDAH.

No cérebro, os receptores que modulam os efeitos fisiolégicos da dopamina
(DA) pertencem a familia de receptores acoplados a proteina G. H& dois grupos de
receptores: os receptores dopaminérgicos do Tipo D1 (compreende os receptores
D1 e D5) que estimulam a adenilato ciclase e os receptores dopaminérgicos do tipo
D2 (compreende os receptores D2, D3 e D4) que inibem a adenilato ciclase. Todos
0S subtipos de receptores sdo expressos no cérebro em areas distintas, mas
sobrepostas; os receptores D1 sdo mais abundantes e espalhados em éareas que
recebem inervagcdes dopaminérgicas (estriado, sistema limbico, talamo e
hipotalamo); D3 e D4 estéo presentes no estriado e no sistema limbico e, receptores
D2 estdo espalhados nessas areas e também na glandula pituitaria. Estudos com
animais mostraram que a falta do transportador e dos receptores D1 e D3 de
dopamina aumentam a atividade motora, enquanto que a falta dos receptores D2 e
D4 reduzem esta atividade (Swanson et al., 1998a). O responsavel por reciclar o
neurotransmissor € o transportador de DA (DAT). O DAT é uma proteina
carregadora de soluto que recapta a dopamina da fenda sinaptica para o neurénio
pré-sinaptico. Essa proteina € expressa em todos 0s neurbnios dopaminérgicos,
mas a concentracdo de DA, DAT e densidade de receptores ndo é a mesma em
todo o cérebro.

Estudos de neuroimagem séo bastante utilizados para compreender a
neurobiologia do TDAH. Embora existam limitacdes consideraveis na técnica, estes
estudos mostram-se bastante adequados para este fim, seja através de estudos
estruturais com ressonancia magnética (MRI) e tomografia computadorizada, e/ou
estudos funcionais com ressonancia magnética funcional (fMRI), tomografia por

emissdo de positrons (PET) e tomografia por emissao de fétons unicos (SPECT).
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Castellanos et al. (2002) analisaram 152 criancas e adolescentes com TDAH e 139
criangas sem o0 transtorno. Os pacientes tiveram volumes cerebrais
significativamente menores do que os controles, apresentando menor volume total (-
3,2%) e menor volume cerebelar (-3,5%). As anormalidades volumétricas do cérebro
persistiram durante o desenvolvimento e se mantiveram durante a adolescéncia, nos
dando indicios que as trajetdrias de desenvolvimento permanecem paralelamente
desiguais entre pacientes e controles durante a infancia e adolescéncia. Segundo a
revisdo de Solanto (2002), os estudos de neuroimagem convergem seus resultados,
revelando que criancas com TDAH apresentam um volume cerebral, em média 4%

menor quando comparadas com criangas normais.

Modelos animais demonstram ter varias vantagens sobre os casos clinicos:
0s resultados podem ser facilmente interpretados porque 0Ss grupos sao
geneticamente mais homogéneos, o ambiente pode ser controlado e uma variedade
de intervencdes é possivel. Embora esses modelos possam ser Uteis para investigar
a etiologia do TDAH, eles ndo podem ser considerados como substitutos para
estudos da doenga em humanos. Van der Kooij e Glennon (2007) descreveram e
compararam 14 modelos animais de TDAH, demonstrando algum tipo de disfuncao
de DA. Genro et al. (2010) mostraram em uma revisédo, evidéncias de modelos
animais, farmacologia, neuroimagens e estudos genéticos que apdiam a idéia de
que o transtorno de déficit de atencao/hiperatividade € uma doenca do sistema
dopaminérgico.

1.4 FARMACOLOGIA

Por mais de 60 anos, o principal tratamento para o TDAH € a utilizagdo de
estimulantes que aumentam a neurotransmissao de DA e NA, como o metilfenidato
e anfetaminas (Spencer, 2004). Farmacos nao-estimulantes como a atomoxetina
gue € um potente inibidor do transportador pré-sinaptico de NA, com pouca afinidade

para outros receptores noradrenérgicos, também sao indicados para o tratamento de
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TDAH em criancas, adolescentes e adultos. O metilfenidato (MFD) € o estimulante
mais utilizado no Brasil, possui grande efetividade no tratamento dos sintomas,
reduzindo cerca de 50% dos mesmos em aproximadamente 70% de criancas de
modo satisfatorio. O farmaco aumenta os niveis de dopamina na fenda sinaptica
pela inibicdo das funcdes de DAT (Galtey et al.,, 1996; Volkow et al., 2001). A
efetividade do farmaco é mais uma evidéncia da hipotese dopaminérgica para a
fisiopatologia da doenca. No entanto, diferencas importantes foram observadas em
resposta a medicacdo de acordo com o subtipo de TDAH e comorbidades
associadas. Por exemplo, pacientes com o subtipo predominantemente hiperativo-
impulsivo, bem como pacientes com comorbidades como o transtorno de conduta ou
transtorno opositor/desafiante tém uma maior taxa de sucesso do tratamento em
relacdo aos pacientes com o tipo desatento ou ansioso. Em outro caso, mais de 80%
de criangcas com TDAH e ndo ansiosos responderam ao tratamento, ao passo que
apenas 30% das criangas com TDAH e ansiedade se beneficiaram do medicamento
(Pliszka, 1989). Além disso, pacientes com TDAH e ansiedade tem efeitos colaterais
mais nocivos do que os pacientes com TDAH isolado. Para as criangas com TDAH e
ansiedade, o tratamento psicolégico em associagdo com o0s estimulantes

demonstrou ser o tratamento ideal (Jesen et al., 1999).

As propriedades farmacocinéticas e o mecanismo molecular de acdo do MFD
tém sido extensivamente estudados. O metilfenidato tem dois centros quirais, assim,
ha quatro isdbmeros: um par d, I-erythro-metilfenidato e um par d,I-threo-metilfenidato.
Somente a mistura racémica do par threo de enantibmetros € utilizada
terapeuticamente, o d-MFD é considerado o isbmero ativo, pois desenvolve menos
efeitos adversos que o par erythro (Markowitz et al., 2003). A via do metabolismo
primario ocorre através da deesterificacdo dos dois isbmeros para metabdlitos
inativos como o acido ritalinico. Esse processo, mediado pela carboxilesterase 1
(CESL), é esteroseletivo e favorece fortemente a hidrolise do isbmero I-metilfenidato
(Sun et al., 2004). Estudos farmacocinéticos do metilfenidato racémico, no qual séo
empregados métodos analiticos enantioseletivos, demonstraram que o l-isdmero é
responsavel por uma pequena fragdo da concentracdo do metilfenidato na circulacéao

sanguinea com o predominio do d-isémero circulando (Patrick et al., 1987, Sun et
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al., 2004). Uma dose de 5 mg de d-threo-MFD tem o mesmo efeito na melhora da
atencdo que uma dose de 10 mg de d,|I-threo-MFD. Portanto, o efeito clinico do
metilfenidato é atribuido ao d-isbmero (Srinivas et al., 1992b). Depois da
administracdo oral, as concentracdes plasméticas de d-MFD sédo imediatamente
maiores que a do outro isdmero em trinta minutos apds a ingestdo. Na administracdo
intravenosa, somente uma hora e meia apés a aplicacao da dose € que se observam
diferengas significantes entre os isdbmeros. Altas concentragdes de l|-acido ritalinico
tanto no plasma quanto na urina humana sao encontradas nas primeiras duas horas
de administracdo oral, mas nao intravenosa (Srinivas et al., 1990, 1992a). Além
disso, a meia-vida plasmatica de d-MFD é maior que o I-MFD. Em um estudo
enantioespecifico de metilfenidato administrado intravenosamente, ambos o0s
isdmeros exibiam caracteristicas similares de distribuicdo, embora a fase de

eliminacao terminal do l-isbmero fosse mais rapida (Markowitz and Patrick, 2008).

1.4.1 Efeitos Adversos

Os efeitos adversos do metilfenidato ndo sdo graves, mas podem ter impacto
em curto e em longo prazo dos dominios do funcionamento biolégico, psicoldgico e
social (Taylor et al. , 2004). Estudos randomizados controlados do MFD sugerem
que a insbnia, a reducdo do apetite e a cefaléia sdo particularmente comuns, em
curto prazo (Graham e Coghill 2008). Ha também algumas evidéncias de aumento
dos niveis de emotividade, no retraimento social, em nauseas e dores abdominais
(Wigal et al. 2006). No entanto, argumenta-se que alguns destes efeitos adversos
sdo devido a problemas preexistentes ja associados com o TDAH antes do
tratamento (Efron et al. 1997; Rapport et al. 2008). Ja Sonuga-Barke et al.(2009)
encontraram uma estreita relagcdo de efeitos adversos do MFD com problemas
restritos ao apetite e do sono e estes eventos nao eram previsiveis com base nas
informacgdes disponiveis, assim, esses desfechos seriam devido a um mecanismo

subjacente um pouco distinto daqueles dos efeitos terapéuticos determinados.
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De uma perspectiva clinica, o objetivo da dosagem inicial em um
medicamento estimulante é estabelecer a melhor resposta terapéutica com a menor
dose e com o menor numero de efeitos adversos. Apesar das melhores tentativas
de fazer isso, nos ensaios clinicos de tratamento de pacientes nunca medicados,
uma proporgcao relativamente pequena, mas significativa dos participantes, sofrem
persistentes reagbes adversas ao MFD e que levam a retirada do medicamento,
mesmo com 0s ajustes de dose. Estes efeitos adversos sdo mais acentuados entre
criancas pré-escolares (Wigal et al. 2006), e criangas com déficit intelectual e social
(Aman et al. 2005). Apesar da aparente importancia da compreensao das causas e
relevancia clinica destes eventos adversos comuns ao MFD, eles raramente tém
sido estudados em profundidade. Considerando que os pesquisadores que realizam
0S ensaios clinicos séo obrigados a obter informacdes e registros sistematicamente
de todos esses eventos que ocorrem durante o tratamento, as relagdes dos efeitos
terapéuticos entre os diferentes eventos adversos nem sempre sao investigadas. As
evidéncias quanto ao fato de que os efeitos adversos sejam dose-dependente sdo
contraditorias. Por exemplo, Stein et al. (2003) encontrou evidéncias de que a
insbnia e a perda de apetite foram observadas somente em doses mais altas em um
estudo randomizado, controlado e de dose-resposta. Estes resultados foram
consistentes com a idéia de que efeitos adversos podem ser determinados por
processos farmacolégicos dose-sensiveis de forma semelhante aos efeitos
terapéuticos. Ha também evidéncias de um aumento na gravidade com aumento de
dose em um estudo de titulagdo de dose do Multisite Multimodal Treatment Study of
Children with Attention-Deficit/Hyperactivity Disorder (MTA) (Greenhill et al., 2001).
Em contrapartida, Karabekiroglu et al. (2008), em um estudo aberto prospectivo, ndo
encontraram efeitos adversos relacionados a dose. Além disso, esses autores
analisaram uma série de possiveis preditores de efeitos adversos e constataram que
apenas a presenca de problemas de conduta comérbido estd relacionada a um
aumento do risco de tais efeitos. De forma semelhante, em um estudo retrospectivo,
Weber et al. (2003) ndo encontraram correlacdo com a dose diaria e de que a co-
ocorréncia de sintomas emocionais predissessem niveis mais altos de efeitos
adversos. McGough et al. (2006) demonstraram um aumento do risco de

irritabilidade e retraimento social associado com variantes de genes relacionados ao
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sistema de receptor de dopamina. Stein et al. (2005) encontraram efeitos colaterais
variados em funcdo do polimorfismo DAT1, enquanto que Leddy et al. (2009)
demonstraram que esse genotipo pode ser um moderador do efeito do tratamento

no apetite.

1.4.2 Farmacogenética e o TDAH

A promessa da farmacogenética do TDAH é muito abrangente, e inclui o
potencial para desenvolver esquemas de medicacao individualizada que melhorem a
resposta do sintoma, diminuam o risco de efeitos colaterais, melhorem a
tolerabilidade e assim contribuir para a adesao ao tratamento em longo prazo,
melhorando a efichcia geral. Os candidatos O&bvios para as investigacdes
farmacogendmicas incluem enzimas polimorficas de metabolizacdo de farmacos, os
transportadores, e os alvos da doencga e os caminhos do medicamento (Masellis et
al., 2002). Os efeitos dramaticos e rapidos de medicamentos estimulantes no
controle dos sintomas de TDAH indicam varios candidatos fortes para a andlise
farmacogenética. As evidéncias que demonstraram a eficacia do tratamento
farmacol6gico com metilfenidato também impulsionaram a pesquisa basica para
focar o sistema catecolaminérgico na identificacdo da base genética do TDAH. A
farmacogenética converge em modelos que investigam o papel do gendtipo na
predicdo de resposta ao tratamento individual para os principais alvos do
medicamento que s&do 0s receptores e transportadores. Até agora, entretanto, o0s

resultados dos estudos de farmacogenética do TDAH séo variaveis.

Os genes para receptor dopaminérgico D4 (DRD4) e para o transportador de
dopamina (DAT1) foram os mais estudados, principalmente polimorfismos de
namero variavel de repeticbes em tandem (VNTR). O DAT1 ou SLC6A3 tem um
papel chave na regulacdo da neurotransmissao de dopamina e € o maior sitio de
acao do MFD. A maioria dos estudos de associacdo ao TDAH se concentra em um

VNTR de 40 pares de bases (pb) na regidao 3’-UTR do gene. Dez diferentes alelos
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podem ser encontrados que variam de trés a treze repeticbes, sendo o alelo com
dez repeticbes o mais freqientemente encontrado em todo o mundo. Winsberg e
Comings (1999) foram os pioneiros ao verificar a associacdo entre homozigose para
o alelo de dez repeticdes do DATL1 e pior resposta ao MFD em trinta criangas afro-
americanas com TDAH; houve um aumento significante na frequiéncia dos individuos
com duas cépias do alelo de dez repeticdes no grupo nado-respondedor (86%) em
comparacao com o grupo respondedor (31%). Esse achado foi replicado em uma
amostra de cinglenta meninos brasileiros. As proporcdes de pacientes que
responderam ao tratamento com MFD foram de 75 e 47%, respectivamente, para 0s
grupos sem e com o gendétipo 10/10 (Roman et al., 2002). Ao contrario desses
estudos, Kirley et al. (2003) e Stein et al. (2005) encontraram uma associacao
significativa entre o alelo de dez repeticées e melhor resposta ao MFD. Em 2005,
outros dois estudos ndo conseguiram encontrar associagdo entre as variantes de
DAT1 e resposta ao MFD, mas um deles mostrou dados que havia excesso de
genatipo 10/10 e alelos de 10 repeticbes entre ndo-respondedores que ndo alcangou
significAncia estatistica (van der Meulen et al., 2005; Langley et al.,2005). A
avaliacdo com parte da amostra do trabalho aqui realizado e o gene DAT1 néo

detectou associacdo com resposta ao medicamento (Zeni et al., 2007)

No gene DRD4, o polimorfismo mais investigado € um VNTR com uma
unidade de repeticdo com 48 pb no terceiro éxon, que pode se repetir de duas a
onze vezes, dos quais os alelos de duas, quatro e sete repetiches sao 0s mais
comuns em diferentes populagcdes. Tahir et al. (2000) apresentaram uma evidéncia
indireta da associacao entre o alelo de sete repeticdes no DRD4 e resposta ao MFD
em paciente com TDAH. Hamarman et al. (2004) evidenciaram que criangas com o
alelo de sete repeticbes ndo obtiveram a mesma normalizacdo dos sintomas com
doses de 50 mg/dia do que aquelas sem este alelo e que necessitariam de uma
dose de MFD 1,5 vezes maior para alcancar a melhora dos sintomas (p=0,002 e p <
0,001; respectivamente). Outros dois estudos ndo demonstraram nenhuma
associacdo entre resposta ao MFD e a presenca ou auséncia do alelo de 7
repeticdes (Kereszturi et al., 2008; Tharoor et al., 2008). Dados do Preschool ADHD

Treatment Study (PATS) mostraram que individuos com o alelo de 7 repeticbes
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exibiam mais retraimento social com o aumento de dose do MFD e homozigotos
para o alelo de 4 repetiches apresentavam um aumento de risco para
comportamentos furtivos com o uso do MFD (McGough et al., 2006). Cheon et al.
(2007) relataram alta proporcdo de homozigotos para o alelo de 4 repeticdes entre
bons respondedores para o MFD. Ja Zeni et al. (2007) ndo observaram nenhuma
influéncia dos gendtipos do DRD4 na resposta e no desenvolvimento de efeitos

adversos ao metilfenidato.

No receptor adrenérgico a-2A (ADRA2A), uma transversdao C—->G na posicao
—1291 foi investigada. Polanczyk et al. (2007b) estudaram a associagcado entre este
polimorfismo e a resposta ao tratamento com MFD em 106 criancas e adolescentes,
encontrando uma interacdo significante entre o alelo G e a melhora dos sintomas de
desatencdo apoOs trés meses de tratamento. Da Silva et al. (2008) também
observaram a presenca do alelo G associada significantemente com escores de
desatencdo menores depois de um més de tratamento com MFD. Cheon et al.
(2009) observaram uma boa resposta ao tratamento com MFD entre 76,9% dos
portadores do gendtipo GG, em comparacdo com apenas 46,0% e 41,7% daqueles
com genotipos CG e CC, respectivamente.

O gene da Catecol-O-metil-transferase (COMT) que atua no catabolismo de
DA e NA também foi muito estudado. O polimorfismo funcional é caracterizado pela
transicdo G>A, causando uma substituicdo do aminoacido valina para metionina
nos cédons 108/158 das formas S-COMT e MB-COMT, respectivamente. Esta troca
de aminoéacidos afeta a termoestabilidade da enzima MB-COMT, sendo a variante
Val associada a quatro vezes mais atividade enzimatica do que a variante Met (Chen
et al., 2004). Cheon et al. (2008) identificaram que 62,5% das criancas com TDAH
gue eram boas respondedoras ao medicamento eram homozigotas para o alelo Val,
enquanto que 41,7% e 11,7% tinham o genotipo Val/Met e Met/Met,
respectivamente. Kereszturi et al. (2008) sugeriram que a presenca do alelo Val,
tanto em heterozigose como em homozigose, estava associado a melhor resposta
ao MFD, os homozigotos Val/Val apresentavam maior decréscimo dos escores de
hiperatividade-impulsividade que os homozigotos Met/Met. McGough et al. (2009)

detectaram o efeito do polimorfismo nos efeitos adversos de irritabilidade e dores de
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cabeca e estdbmago. Salatino-Oliveira et al. (2011) sugeriram que meninos com
TDAH que portavam pelo menos um alelo Met tém resposta mais rapida ao
medicamento nos sintomas de oposicdo comparados aos homozigotos para o alelo
Val .

Além desses, ha poucos estudos sobre outros genes que possam atuar como
preditores genéticos na resposta ao tratamento. Com relacdo a proteina 25 Kd
associada a sinaptossoma (SNAP25), um estudo demonstrou associagdo entre o
polimorfismo T1065G com melhor resposta ao MFD e o polimorfismo T1069C com
efeitos adversos como tiques motores, movimentos orais e pegar ou morder (Mc
Gough et al., 2006). Guimaraes et al. (2009) mostraram uma interacéo significante
entre a presenca do genoétipo de alta atividade da monoamina oxidase A (MAO-A) e
a melhora dos sintomas de oposicédo ao longo do tratamento com MFD. Um estudo
com polimorfismos em trés genes serotoninérgicos (HTR1B, HTR2A, e 5-HTT) nédo
demonstrou associacdo com resposta ao MFD ou desenvolvimento de efeitos
adversos (Zeni et al.,, 2007); entretanto, outro estudo evidenciou uma interacao
significativa entre um polimorfismo na regido promotora do gene 5-HTT , a dosagem
do MFD e um teste de performance matematica, bem como um efeito de um
polimorfismo no intron 2 desse gene e a melhora dos sintomas de TDAH (McGough
et al., 2009). O papel do transportador de noraepinefrina (NET1) também ainda néo
foi esclarecido na farmacogenética do TDAH. Um estudo mostrou a associacdo
entre o polimorfismo G1287A e a reducdo de sintomas de hiperatividade-
impulsividade durante o tratamento com MFD (Yang et al., 2004), mas esses
resultados n&o foram replicados em outros dois estudos (McGough et al.,2009; Kooij
et al., 2008)

Embora existam muitos trabalhos na area de farmacogenética do TDAH,
pouca atencdo tem sido dedicada aos potenciais efeitos de variabilidade genética no
metabolismo de drogas e farmacocinética. Isto pode ser devido ao fato de que
enquanto o metilfenidato é especifico em termos de seu local de acédo, suas vias
metabdlicas sdo mal compreendidas. O estudo de Patrick et al. (2007) demonstrou a
inibicdo da via metabdlica da carboxilesterase pela ingestado de alcool e identificou a

associacdo de um individuo metabolizador lento de metilfenidato com um possivel
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polimorfismo nesse gene. Assim, existe uma necessidade reconhecida para a
exploragdo de novas fontes de diferencas interindividuais na farmacocinética do
metilfenidato. Nesse sentido, a identificacdo e a caracterizagdo do gene CES1 é um

importante passo.

1.5 CARBOXILESTERASES

As carboxilesterases (CES) pertencem a familia multigénica de proteinas a,3-
hidrolases e catalisam a hidrélise de uma ampla variedade de componentes como
ésteres, tioésteres, carbamatos e amidos, ajudando a metabolizar substancias
enddgenas e xenobidticos envolvidos na biotransformacéo e detoxificacdo. Elas sédo
expressas em varios tecidos de animais e geralmente encontradas no reticulo
endoplasmatico das células. Drogas e medicamentos, incluindo estimulantes,
heroina, cocaina, salicilatos, esterdides, e agentes anti-cancerigenos como 0
irinotecano (CPT-11) séo substratos das carboxilesterases (Satoh, 2002; Redinbo et
al, 2003)

1.5.1 Classificacdo e nomenclatura das CES

Conforme a classificacdo das esterases de Aldridge (2006), a superfamilia
serina das esterases, por exemplo, acetilcolinesterase, butirilcolinesterase e as
carboxilesterases foram incluidas no grupo das B-esterases. Inicialmente, as
isoenzimas das carboxilesterase foram classificadas pela especificidade ao
substrato e pelo potencial de ionizacdo (pl). Entretanto, essa classificacdo é
ambigua na sobreposicdo de especificidades ao substrato. Uma Unica reacao
esterolitica é mediada por varios tipos de enzima (Takai et al.,1997). Em 1998, a
classificacdo e nomenclatura das isoenzimas das carboxilesterase dos mamiferos

foram organizadas baseadas nas analises filogenéticas das sequéncias, sendo as
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trés principais: CES1, CES2 e CES3 (Sato e Hosokawa, 1998). Com a descoberta
de uma nova isoenzima a partir da clonagem de cDNA de uma proteina excretada
da urina de gato (Miyazaki et al., 2003) e outra isoenzima que possuia estrutura
diferente das demais familias da CES encontrada no figado de camundongo
(Watanabe et al.,1993), novamente foi sugerida uma classificacdo das CES em
cinco subfamilias baseada na alta homologia e similaridade das caracteristicas,
CES1, CES2, CES3, CES4 E CES5 (Satoh e Hosokawa, 2006).

Contudo, devido as inumeras confusbes com as nomenclaturas das
carboxilesterases dos mamiferos, em 2010, a Human Gene Organization (HUGO)
Nomeclature Commitee (HGNC) recomendou a utilizacdo de uma nova forma para
se referir aos cinco genes da familia das carboxilesterases dos humanos,
camundongos e ratos. Diferencas entre os simbolos foram utilizados, "CES"
(humana) e "Ces" (ratos e camundongos), seguido do numero da familia (por
exemplo, humanos CES1). Onde foram identificados véarios genes para uma familia
ou onde ocorreu um confronto com um nome de gene existente, uma letra foi
adicionada (por exemplo, CES4A em humanos; Cesla em ratos e camundongo) que
reflete parentesco génico entre espécies de roedores. Pseudogenes foram
nomeados pela adicdo de "P" e um nimero ao nome do gene humano (por exemplo,
humanos CES1P1) ou usando uma nova letra seguido de ps para pseudogenes de
camundongo e rato (por exemplo, Ces2d-ps). Isoformas de genes transcritos foram
nomeados, adicionando a ID GenBank ao simbolo gene (eg, CES1 _AB119995
humana ou camundongo Cesle BC019208). Assim, as isoenzimas humanas foram
classificadas em CES1, CES2, CES3, CES4A, CES5A, e ainda ha a presenca do
pseudogene CES1P1 (Homes et al., 2010). A CES1 € a principal carboxilesterase do
figado (Shibata et al., 1993); CES2, a principal enzima intestinal, mas também
presente no figado (Langmann et al., 1997);. CES3, expressa no cérebro, figado e
célon (Pindel et al, 1997; Sanghani et al 2004); CES5A (também chamado CES7 ou
cauxin), € a proteina urinaria principal do gato domeéstico também presente em

tecidos humanos ( Miyazaki et al., 2003)
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1.5.2 Localizacao

Os genes da carboxilesterases foram mapeados em uma regido de 10 a 30kb
no cromossomo 16 (16ql12.2-g22.1). CES1P1 (pseudogene CES1-like), CES1 e
CESS5A foram localizados em um cluster (cluster 1), enquanto CES2, CES3 e
CES4A estavam em um grupo separado (cluster 2) no mesmo cromossomo. Genes
do cluster 1 (CES1 e CES5A) séo transcritos na fita negativa, enquanto os genes do
cluster 2(CES2, CES3 e CES4A) sao transcritos na fita positiva. CES1 e CES4A
contém 14 éxons, CES3 e CES5A, 13 éxons e CES2, 12 éxons (Homes et al., 2010).

1.5.3 Estrutura

Os elementos-chave das estruturas da CES1, CES2 e CES3 sé&o: a sequéncia
lider, sitios de glicosilacdo Asn, residuos Cys que participam de pontes dissulfeto,
triade catalitica (Ser221, His468 e Glu354), furo oxianion (Glyl123-Glyl24) e a
sequéncia de retencdo microssomal. Estes elementos estruturais importantes séo
todos altamente conservados entre as isoenzimas (e esterases relacionadas) e seus
papéis foram cuidadosamente descritos em revisdes recentes (Hosokawa et al.,
2008; Imai, 2006; Redinbo, 2005). O sitio de glicosilacdo em CES1, Asn79 difere
substancialmente dos putativos em CES2, Asnlll e 276 Asn e CES3, Asn105. Em
CES1, esta porcédo de carboidratos parece ajudar no enovelamento de proteinas, na
solubilidade, e estabilizacdo do trimero. Os dominio af fornecem a maior parte da
area de superficie dentro da fenda.(Bencharit et al., 2003). Os papéis dos grupos de
carboidratos em CES2 e CES3 ndo sao conhecidos. A principal diferenca entre
CES2 e CESS3 contra CES1 é a delecdo de uma estrutura de laco grande perto do
sitio de ligagdo do substrato "flexivel" em CES1. Esta exclusdo de 14 aminoacidos
em CES2 e CES3 torna mais acessivel seus sitio ativos ao solvente do que em
CES1 (Sanghani et al.,2009).

Carboxilesterases contém trés sitios de ligacéo: o sitio ativo, a porta lateral, e
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o0 sitio Z. O sitio ativo esta localizado na base da fenda catalitica, que em CES1 é
relativamente grande e confortavel para promover a ligacdo promiscua de
substratos. Adjacente ao sitio ativo, e separado da fenda catalitica por uma parede
fina de cadeias laterais de aminoacidos, € a porta lateral. Acredita-se que este sitio
de ligacdo serve como uma entrada de substrato secundario e/ou poro para a
liberacdo de produto. A entrada para a fenda catalitica € ladeada pela primeira e
décima a-hélice, um motivo comum para o sitio ativo de enzimas que processam
acidos graxos e ésteres. Adjacente a abertura da fenda, localiza-se o sitio Z, que &

um sitio de ligacdo a superficie que controla o equilibrio trimero-hexamero da

enzima (Bencharit et al.,2003)

Active Site

Side Door

N-terminal
C-terminal

Figura 1. Estrutura tridimensional da CES1. Os dominios cataliticos estdo em verde, magenta
e laranja; os dominios a3 estdo em verde claro, rosa e amarelo; e os dominios regulatérios estdo em

verde escuro, roxo e vermelho. Adaptado de Bencharit et al. (2003)

1.5.4 CESL1 e a especificidade ao metilfenidato

CES1 e CES2 possuem diferentes especificidades ao substrato (Satoh et

al.,2002). CES1 catalisa a hidrélise do metiléster da cocaina e CES2 catalisa a
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hidrolise do benzoiléster dessa substancia (Brzezinski et al., 1994; Pindel et al.,
1997). CES1, mas ndao CES2, hidrolisa meperidina (Zhang et al., 1999); por outro
lado, CES2 hidrolisa aspirina e procaina, entretanto CES1 nado (Takai et al.,1997).
Mesmo com sobreposicdo de substrato tal como heroina e CPT-11, as eficiéncias
cataliticas sdo significantemente diferentes (Pindel et al., 1997; Humerckhouse et
al.,2000). Baseado nas analises das estruturas, CES1 preferencialmente cliva as
ligacbes eéster com grupo alcool pequeno e grupo acil grande, por exemplo,
metiléster da cocaina e meperidina; e CES2 prefere o substrato com grupo acil
pequeno e grupo alcool grande (benzoiléster da cocaina, CPT-11 e heroina) (Bosron
e Hurley, 2002). Sun et al.(2004) demonstraram pela cinética da hidrolise dos
enantibmetros de MFD que CES1A1l possui uma alta eficiéncia catalitica, enquanto
gque CES2 e CESS3 ndo sédo ativos quando o MFD é o substrato. Na tentativa de
demonstrar uma potencial correlagdo estrutural com a maior eficiéncia catalitica de
d-MFD versus |I-MFD, uma analise 3-D, utilizando a posicdo experimentalmente
observada da homatropina como guia, ndo demonstrou diferenca na interacdo entre
ambos. E possivel que a enzima possa apresentar uma preferéncia por uma
determinada orientacdo do benzil contra os substituintes de piperidina do
metilfenidato dentro do bolso de substrato. No experimento, as interagdes foram
consideradas permutaveis, mas é provavel que as suas caracteristicas quimicas
diferentes influenciardo a posicao real do substrato quando ligado a enzima (Figura
2).
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Figura 2. Cristalizagcdo dos dois isbmeros de metilfenidato no sitio ativo da CES1; as distancias do
grupo hidroxi da Ser221 para o carbono carbonil do metilfenidato sdo de 2.6 A para ambos d-MFD (A)
e I-MFD (B); as distancias do grupo imidazol da His468 para a ligacdo metil-éster do metilfenidato sao

de 4.6 A para os dois isdmeros. Adaptado de Sun et al. (2004)

1.5.5 Variabilidade genética em CES1

Existe a possibilidade de que variacbes individuais na atividade da
carboxilesterase do figado sejam causadas pela diferenca nos niveis de expressao
das isoenzimas CES1, podendo, assim, contribuir para efeitos adversos e aumento
da sensibilidade/resisténcia & medicacdo (Evans and McLeod, 2003).

Ainda ha poucas informacdes disponiveis na variacdo genética desse gene.
Em 2004, Marsh et al. re-sequenciaram 0s genes carboxilesterases 1 e 2 em 120
individuos de trés populagbes (americanos de ancestralidade europeia, africana e
asiatica) para descobrir novos SNPs. Eles encontraram 16 SNPs para o gene CES1
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e 13 SNPs para CES2, as frequéncias alélicas e as frequéncias dos haplotipos
estimados variaram significantemente entre as populacfes africanas e européias
(Marsh et al, 2004). Hosokawa et al (2008) isolaram dois genes codificando CES1A,
que foram designados como CES1A1 e CES1A2. Estes genes estéao localizados no
cromossomo 16g13-g22.1, de forma ponta a ponta, separados por cerca de 9 kb da
regido intergénica. (Figura 3).

Chromosome 16

1 234 567 8 91011 12 1314 1413 12 1110 9 8 765 4 3 2 1
HHHHHHHH iHHHHHHH
[ |8
CES1A2 CES1A1

Figura 3. llustracdo das estruturas gendmicas de genes CES1A; ambos CES1A1 CES1A2 e estédo
localizados no cromossomo 16 com uma estrutura de pota a ponta; os dois genes compartilham uma
regido intergénica comum abrangendo 9 kbp e tém suas préprias seqiéncias regulatorias.
Retangulos indicam éxons e a linha horizontal indica 0 DNA gendémico com a direcao da esquerda
para a direita definindo o sentindo da fita senso. Os numeros indicam 0s numeros dos éxons.
Adaptado de Hosokawa et al. (2008).

Uma comparacao das seqiiéncias de nucleotideos dos genes CES1Al e CES1A2
revelou cerca de 98% de homologia em 30.216 nucleotideos desde o sitio de
iniciacdo da traducdo (ATG) até o sitio anterior a cauda de poli-A. Existem apenas
seis diferencas de nucleotideos resultando em quatro diferencas de aminoacidos na
fase aberta de leitura, todas no éxon 1. Na regido 5’ UTR do CES1A1l e do CES1A2,
a diferenca nas sequéncias de nucleotideos foi de 91% em 1.000 pb. Varios
possiveis sitios de ligacdo para fatores de transcricdo foram identificados nessa
regido, mas nenhum TATA-box estava presente em ambos 0s promotores. Sitios de
ligagdo putativos ao fator de transcricdo Spl no promotor do CES1A1 foram
localizados na posicao -196 (Spl-A) e -84 (Spl-B) e outro de ligacdo ao
CCAAT/enhancer binding protein (C/EBP) na posicao -290 do sitio de iniciacdo de

traducdo. Entretanto, apenas um sitio de ligacédo putativo ao fator de ligagcdo Spl no
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promotor do CES1A2 foi encontrado na posi¢cao -195 (Spl-A) e nenhum sitio de
ligacdo ao CCAAT/enhancer binding protein (C/EBP). Na anélise de expressao, 0s
niveis de mMRNA do CES1A1 é muito maior que os do CES1A2 no figado, no pulméo
e coracdo. Isso porque C/EBPa/f e Spl se ligam aos sitios de ligacdo presentes no
CES1Al1 e aumentam a atividade do promotor. Embora haja polimorfismos no
promotor e nas sequéncias lideres, os dois genes CES1A irdo produzir uma proteina
microssomal CES1 idéntica. (Hosokawa et al., 2008).

Zhu et al. (2008) identificaram duas variantes: Gly143Glu (rs71647871) no
exon 4 e Asp260fs (rs71647802) no éxon 6 do gene CES1, associadas a
concentragdo sanguinea de metilfenidato e relacionadas com padrfes distintos de
resposta hemodinamica, constituindo um potencial alvo de investigacdes de efeitos
adversos. Entretanto este ultimo polimorfismo parece ser muito raro (Zhu et al,
2008). Recentemente, Nemoda et al. (2009) investigaram o papel do polimorfismo
Gly143Glu na farmacogenética da resposta ao MFD. Eles observaram em 95
criancas hungaras respondedoras ao tratamento que os cinco individuos portadores
do alelo Glu necessitaram de doses mais baixas de MFD para a reducdo dos
sintomas. Yamada et al. (2010) re-sequenciaram bidirecionalmente o gene da CES1
em 170 individuos e detectaram variacdes genéticas com potenciais utilidades nos
estudos farmacogenéticos. Eles investigaram 28 SNPs nos quais a frequéncia do
alelo menos frequente (MAF) era maior que 5% em CES1, CES2 e CES4 e sua
possivel associacdo com hepatotoxicidade induzida por isoniazida, entretanto, sem
resultados significantes quando os valores P foram ajustados. Onze SNPs no gene
CES1 estavam em grande desequilibrio de ligacdo. Eles verificaram ainda que o
SNP -75 T>G (rs3815583) apresentava uma tendéncia a aumentar o risco de

hepatotoxicidade quando analisado isoladamente.
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JUSTIFICATIVAS E OBJETIVOS
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O transtorno de déficit de atencdo e hiperatividade apresenta uma alta
prevaléncia, com prejuizo significante na vida dos pacientes e familiares, e um
consequente custo financeiro. Desta forma, o TDAH exerce um grande impacto em
nossa sociedade. Devido a heterogeneidade da resposta ao tratamento com
estimulantes, a dose ideal necessaria e a tolerabilidade geraram a hipdtese de que
fatores genéticos possam determinar pelo menos parcialmente essas diferencas. A
maioria dos estudos que investiga a resposta do metilfenidato no TDAH esta focada
nas variantes genéticas dos alvos do medicamento, como 0s transportadores e
receptores, e ha pouca atencdo na variabilidade genética do metabolismo do
farmaco. Ao contrario da anfetamina e da atomoxetina, que sdo metabolizadas por
CYP2D6 que é uma variante genética bem conhecida em humanos, o metilfenidato
é convertido a &cido ritalinico inativo pela CES1 que é um gene pouco estudado.
Estudar os fatores genéticos que possam causar esta variabilidade na resposta é de
grande importancia para os pacientes e familiares. Assim, no futuro talvez possamos

identificar o melhor tratamento individual.

O polimorfismo -75 T>G (rs3815583) foi escolhido por demonstrar uma
tendéncia a hepatotoxicidade devido ao uso de isoniazida (Yamada et al., 2010),

dessa forma poderia estar associado aos efeitos adversos do metilfenidato.

Assim, este estudo tem como objetivo geral verificar se o polimorfismo em

CES1 esta associado a resposta terapéutica do tratamento.

S&o objetivos especificos deste trabalho:

e Estimar a frequéncia génica e genotipica do polimorfismo —75 T>G em uma
amostra de criangas tratadas com metilfenidato;
e Comparar a frequéncia génica e genotipica do polimorfismo investigado entre

usuarios de metilfenidato que tenham desenvolvido efeitos adversos.
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ABSTRACT:

Carboxylesterase 1 is the main enzyme involved in Methylphenidate metabolism.
The aim of the present study was to evaluate the association between a -75 T>G
polymorphism and appetite reduction in children with Attention-Deficit/Hyperactivity
Disorder (ADHD). A clinical sample of 213 children with ADHD was included in the
study. The primary outcome was appetite reduction measured by the Barkley
Stimulant Side Effect Rating Scale according to parental reports. The G allele was
significantly associated with appetite reduction scores during treatment [p =0 .046]. A
significant interaction between the G allele and treatment over time for appetite
reduction scores was also observed [p= 0.026]. The G allele carriers presented a
higher risk for appetite reduction worsening when compared with T allele
homozygotes (OR=3.47, p = 0.009). The present results suggest an influence of
CES1 -75 T>G polymorphism on the worsening of appetite reduction with MPH
treatment in youths with ADHD.

Keywords: Attention deficit hyperactivity disorder; carboxylesterase 1; adverse

reaction; appetite reduction; methylphenidate; pharmacogenetics

37



Introduction

Attention-Deficit/Hyperactivity Disorder (ADHD) is one of the most common child and
adolescent psychiatric disorders, affecting around 5% of children worldwide *.
Stimulants like methylphenidate (MPH) and amphetamine are widely recognized as
the first line treatment for Attention-Deficit/Hyperactivity Disorder (ADHD) and they
have been prescribed for more than 60 years 2. The use of MPH in children and
adolescents with ADHD is associated to rates of effectiveness around 70% and the
medication is generally well tolerated 3. One of the most recognized brain effect of
MPH and its potential mechanism of action for improvement of ADHD symptoms is
dopamine transporter blockade, although MPH blocks efficiently norepinephrine
transporter as well* °.

Most of the studies investigating MPH pharmacogenetics in ADHD focused on
genetic variants of drug targets, such as transporters and receptors ® 7. Surprisingly,
little attention has been paid to the genetic variability of drug metabolism in the area

of ADHD pharmacogenomics.

Methylphenidate has two chiral centers and there are four isomers, a d,l-rythro-
methylphenidate pair and a d,l-threo-methylphenidate pair. Only the racemic mixture
of the threo pair of enantiomers (d,lthreo-methylphenidate) is used therapeutically

because it has less adverse effects than the erythro pair ®.

The carboxylesterase 1 (CES1) gene encodes the main enzyme involved in MPH
metabolism. In oral administration studies, the racemic d,I-methylphenidate
undergoes stereoselective clearance to ritalinic acid before entering the systemic
circulation. Then, plasma concentrations of d-methylphenidate are higher than those
of I-methylphenidate, which is eliminate faster than d-methylphenidate. Zhu et al. °
identified two CES1 variants with reduced enzyme activity in a compound
heterozygote subject participating in an MPH pharmacokinetics study. The 428G-A
transition in exon 4 of the CES1 gene results in glycine-to-glutamate substitution

(Gly143Glu), whereas a 1-bp deletion (780delT) in exon 6 produces a frameshift and
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premature truncation of the protein (Asp260fs). These variants led to elevated MPH
blood concentrations and were associated with distinct patterns of hemodynamic
response. Nemoda et al *® based on five heterozygous patients reported an
association between CES1 Gly143Glu polymorphism and MPH dose. These authors
suggested that carriers of the Glu-allele required lower MPH doses. Because these
variants have low allele frequencies (< 5%) in all ethnic groups so far investigated °,
their usefulness for pharmacogenetics studies is small. Recently, Yamada et al. **
re-sequenced bidirectionally the CES1 gene in 170 subjects and detected genetic
variants which were evaluated in relation to their potential usefulness in
pharmacogenomic studies. Among the polymorphisms described, one, -75 T>G
(rs3815583), located in the 5 UTR presented a trend for association with

hepatotoxicity determined by isoniazid use.

Adverse events associated to methylphenidate are not severe, but may have an
impact in the short and long term domains of functioning **>. The most commonly
reported MPH adverse event is appetite reduction with weight loss %
Independently of its duration, appetite reduction is one of the most frequent reasons
for dose reduction or discontinuation of stimulant therapy. It is important to note that
around 12% of subjects stop medication due to appetite reduction *°*2,

Therefore the aim of the present study was to evaluate the association between this
CES1 newly described polymorphism (-75 T>G) and appetite reduction in children

and adolescents with ADHD.

Methods and Materials
Subjects

The sample for this investigation included children and adolescents who were
consecutively evaluated for 2 years in the ADHD Outpatient Clinic at the Hospital de
Clinicas de Porto Alegre. Inclusion criteria for this investigation were: ADHD
diagnosis according to DSM-IV criteria, age between 4 and 17 years, drug-naive for
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MPH, and prescribed MPH doses of at least 0.3 mg/kg/day. The diagnoses of ADHD
and comorbidities were achieved through a three—step process: application of
semistructured interviews (Schedule for Affective Disorders and Schizophrenia for
School-Age Children-Epidemiologic Version), diagnostic discussion in a clinical
committee, and clinical evaluation with the child and his/her parents. Experienced
child psychiatrists confirmed all generated diagnoses ' ?°. During the study, 213
children fulfilled inclusion criteria to participate. The Ethical Committee of Hospital de
Clinicas de Porto Alegre approved the study protocol. Parents provided written

informed consent and probands provided verbal assent to participate.
Diagnostic Procedures and Clinical Assessments

The primary outcome variable was appetite suppression measured through the
parent-rated Barkley Stimulant Side Effect Rating Scale (BSSERS) ?*. This scale is
composed of 17 side effects commonly associated with MPH treatment. It is the most
used rating scale for adverse events in psychopharmacological trials with MPH in
ADHD (Martins et al., 2003; Polanczyk et al., 2007). In this study, in order to avoid
multiple testing, only the appetite reduction score was analyzed. This choice was
based on the clinical relevance of this side effect for adherence to treatment. Appetite
reduction were ranked on a 9-point scale from absence of this adverse event (score
= 0) to the most severe appetite suppression (score = 9). The scale was applied by
child psychiatrists blinded to genotype at baseline and at 1 and 3 months of
treatment. Patients were treated according to the program's protocol. Dosages of
short-acting MPH were augmented until no further clinical improvement was detected
or until there were significant adverse events ?°. Methylphenidate was administered
preferentially twice daily (at 08:00 and 12:00 hours), but an extra dose between
17:00 and 18:00 hours was allowed for children needing continuous coverage during
evenings. Psychiatrists were blinded to patients' genotypes. Clinical assessments
were performed by child psychiatrists at baseline before medication and after 1 and 3
months of MPH treatment.
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Genotyping

DNA was extracted from whole blood lymphocytes following the method described by
Lahiri and Nurnberger 2. The rs3815583 (-75 T>G) polymorphism was genotyped
using a Tagman SNP genotyping assay (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA),
according to the manufacturer recommended protocol for the TaqMan allelic
discrimination system (7500 Real Time PCR System, Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA).

Statistical Analyses

The x° test or Fisher exact test was used for categorical variables; for continuous
variables with and without normal distribution, t test and Wilcoxon-Mann-Whitney
tests were used, respectively. Potential confounders evaluated were 1Q, ADHD
subtype, comorbid conditions (mood, anxiety, and disruptive behavior disorder), age,
sex, MPH dose, concomitant prescription of another medication, BSSERS baseline
scores, and appetite reduction baseline scores. Potential confounders to be entered
in models were defined based on conceptual analyses of the literature and by means
of a statistical definition (association with the study factor and with the outcome at p <
0.10).

Analyses of the effect of different genotypes on the efficacy of the treatment were
performed using a mixed-effects model, which produces a flexible framework for the
analysis of repeated measures while accounting for missing data (e.g., loss to follow-
up) 2*2°. The best covariance structure fitting the data was selected based on the one
with the lowest Akaike information criterion (AIC) value among those in which
convergence has been achieved. Independent factors included in the model were
treatment over time and group assignment (defined as the presence of the G allele).
The appetite reduction baseline scores and the mean daily doses of MPH prescribed
at baseline and at the 1-month assessment were included in the model as a
covariate for conceptual reasons. All possible interactions were tested, but non-

significant interactions were dropped in the final model using a backward elimination
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procedure. SPSS version 18.0 was used for all analyses (SPSS Inc., Chicago, IL,
USA). A significance level of 5% was set for all analyses (except for potential

confounders, as indicated previously). Tests were two-tailed.

Results

From the 213 subjects investigated, 8 were excluded from the study because their
appetite reduction baseline scores were equal to 9 on the Barkley Stimulant Side
Effect Rating Scale (BSSERS); therefore there was no room for further worsening.
The estimated allele frequencies for the included subjects were 0.80 for the T allele
and 0.20 for the G allele. The genotype frequencies were 0.63 for T/T homozygous
individuals, 0.35 for G/T heterozygous individuals, and 0.02 for G/G homozygous
individuals. The genotype distribution did not deviate significantly from Hardy-
Weinberg equilibrium. Because of the low frequency of G/G homozygous individuals,
they were grouped with G/T heterozygotes. Therefore, carriers of the G allele were
compared with those without this allele (subjects homozygous for the T allele) to

explore the effect of the presence of the G allele on outcomes.

Demographic and clinical characteristics of the patients according to the presence of
the G allele are shown in Table 1. Although borderline significant differences between
the two genotype groups were observed for gender and ethnicity, these
characteristics were not associated with the outcome (P< .10), therefore these
features were not considered as potential confounders. Although ethnicity was not a
confounder a secondary analysis was performed only with children of European

descent with similar results (data not shown but available upon request)

Figure 1 shows the trajectory of appetite reduction scores during MPH treatment
based on findings from the mixed-effects model, including treatment over time and
the presence of G allele as main effects, appetite reduction baseline scores and the
mean daily MPH dose as covariates (conceptual confounders), and significant
interactions between these factors during the 3 months of treatment (n = 205). The

full model for this analysis is provided in Table S1 in Supplement 1. An independent
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effect of treatment over time [F (2,270) = 82.07, p < .001] and of the appetite
reduction baseline scores [F(1,189) = 83.29, p < .001] were found. The interaction
between these two factors was statistically significant [F(2,267) = 40.06, p < .001].
There is no significant effect of the daily mean MPH dose [F(1,181) = 3.13, p =.078)
on the scores of appetite reduction. Moreover, a significant effect of the presence of
G allele [F(1,197) = 4.04, p = .046] and a significant interaction effect between the G
allele and treatment over time [F(2,265) = 3.71, p = .026] were also observed. Also,
there was a significant interaction between G allele and appetite reduction baseline
scores [F(1,172) = 4.05, p = .046]. No third-order interactions were significant. The
covariance structure with the lowest AIC value was the Toeplitz one.

In order to closer assess the clinical relevance of the association observed, 118
subjects that started MPH treatment with an appetite reduction score equal to zero
(no appetite suppression problem in the baseline) were selected for further analyses.
For these analyses scores above 6 were considered to be severe. Table 2 and
Figure 2 shows that 34.1% of G carriers with zero score at baseline raised to the
highest scores of appetite reduction (6-9) after three months of treatment, whereas
only 13% of T homozygotes presented scores at this range after this time. The G
allele carriers presented a 3.5 times higher risk to have highest appetite reduction
scores when compared with T allele homozygotes (OR=3.47, 95% (CIl) = 1.38 - 8.77,
p =.009).

Discussion

The present results suggest that worsening of appetite reduction due to MPH
treatment in children and adolescents is associated with a -75 T>G SNP at the CES1
gene. We are unaware of any previous studies investigating the role of this
polymorphism in response to methylphenidate treatment, even more assessing

specifically adverse events.

Genetic variants in CES1 genes may contribute to adverse drug reactions and

increased sensitivity or resistance to drug treatment. Rare nonsynonymous variants
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in CES1 encode enzymes with impaired activities that dramatically alter the
pharmacokinetics and drug response. The exact impact of -75 T>G polymorphism on
the CES1 enzyme functionality is yet unknown, but, since it is located at the 5 UTR it
could have an effect on gene regulation. It is possible that the G-allele has reduced
enzyme activity, and carriers of this allele might have higher plasma drug levels;
therefore patients with this genotype could be more prone to develop adverse
reactions like appetite reduction. Thus, functional studies will be needed to
investigate whether this SNP affect CES1 activity. The fact that MPH doses were not
associated with genotype in this protocol did not discard this possibility, since
clinicians have incremented doses in each follow-up visit according to response and
adverse events with initial and follow-up doses that, although not fixed, were
supposed to target respectively around 0.3 and 0.7 mg/kg/day. So, the study design
is not adequate to investigate the association between genotype and MPH dose.

Appetite reduction due to MPH treatment has been reported by several studies. In
2004, a study demonstrated that methylphenidate reduced energy intake by 23% at

moderate doses (0.5 mg/kg) vs. placebo in obese men ?’

. An open study
demonstrated that atomexine, a nonstimulant drug also prescribed for ADHD
treatment, prescribed conjointly with OROS MPH was associated with significantly
greater rates of mild to moderate loss of appetite compared to atomexine alone .
Several other studies confirmed that appetite reduction was not only significantly
more prevalent with MPH than with placebo, but also one of the most prevalent and
impairing short-term adverse event 2%,

Three different investigations assessed MPH pharmacogenetic effects on appetite
reduction. A case-control study reported an association of the DAT1 9-repeat allele
with appetite reduction in response to stimulant administration. This study was the
first to examine the suppression of appetite ratings of MPH in relation to DAT1
genotype variation 3. Leddy et al. also demonstrated an effect MPH dose-response
on eating with DAT1 in ADHD youths 3. Nevertheless, no associated between
appetite reduction and dopaminergic and serotonergic genes was found after the first

month of treatment in part of the sample investigated herein *°.
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The observational-naturalistic design of our study, moderate sample size and the
absence of MPH plasma level information in our patients are limitations of the
present study. We did not have a placebo arm in this trial, so we had no internal
control to correct for any effect of time (eg, regression to the mean) or expectancy
bias. The worsening in appetite reduction scores in our sample was comparable to

that previously reported in placebo-controlled trials 3% 32

. Although a placebo
response was likely present in our study and decreased the power by reducing the
measurement precision of drug action on appetite, it is unlikely that a placebo
response was systematically related to the polymorphism assessed. In addition, we
minimized the chance that the higher appetite reduction scores with methylphenidate
treatment detected in carriers of the G allele might be attributed to other events
because we performed an extensive assessment of potential confounders between
groups with and without the G allele, a strategy not usually performed in previous
pharmacogenomic investigations of ADHD and we excluded those youths with the
highest scores at baseline. Second, methylphenidate was administered with no
control of adherence by investigators. We cannot rule out that lack of adherence
occurred to some extent in the remaining sample. Nevertheless, there was an
important overall increase in appetite suppression according to the parents during
follow-up. As usual, the challenge faced by research into the genetic basis of
psychopharmacological drug responses is to identify genes of relative small effect
against a background of substantial genetic and environmental variation. Additionally,
selection bias and factors, such as socioeconomic status or health care, may differ
between individuals.

Despite these considerations, the clinical relevance of this report resides in the fact
that it is the first pharmacogenetic report of an association of MPH adverse effects
with a gene involved in the pharmacokinetics of this drug. Therefore, the present

results should be replicated in larger and independent samples.
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Table 1. Demographic and Clinical Characteristic of the Sample According to the Presence of the G Allele

T homozygous

G allele carriers

Characteristic® (n=129) (n=76) P value®
Age 10.35 +2.88 10.00  +3.13 42
IQ 9320 +14.78 93.88 11331 75
Male 101 78.3% 50 65.8% .07
Caucasian 101 78.29% 66 86.84% .09
ADHD Subtypes .57
Inattentive 35 27.1% 22 28.9%

Hyperactive 11 8.5% 3 3.9%

Combined 71 55.0% 46 60.5%

Subthreshold 12 9.3% 5 6.6%

Comorbid Condition

CD 13 10.1 % 13 17.1% 19
OoDD 52 40.3% 33 43.42% .66
Anxiety disorder 38 29.45% 31 40.8% 13
Mood Disorder 5 3.88% 2 2.63% >.99
Appetite reduction baseline score 116 +2.32 1.04  +1.78 .46
Methylphenidate dose prescribed (mg/kg/day)

At baseline 46 +.16 46 +.12 .60
At first month 61  £.20 60  + .16 75
BSSERS baseline score 35,57 +24.98 39.78  +24.44 .18
Concomitant prescription of another medication 6 4.7% 3 3.9% >.99

ADHD, attention-deficit/hyperactivity disorder; CD, conduct disorder; 1Q, intelligence quotient; ODD, oppositional

defiant disorder; BSSERS, Barkley Side Effect Rating Scale

a Data are given as number (percentage) or mean (+ standard deviations).

b Calculated by t test (quantitative variables with normal distribution), Mann-Whitney U test (quantitative variables

without normal distribution), and x2 test or Fisher exact test (categorical variables)
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Table 2. Evaluation of appetite reduction changes in patient who started without it.

Lowest scores (%)? highest scores (%)b
Total (%)
T
homozygous 67 (87) 10 (13) 77 (100)
G carriers 27 (65.9) 14 (34.1) 41 (100)
Total (%) 94 (79.7) 24 (21.3) 118 (100)

p =.009, OR = 3.474 (95%Cl 1.376 - 8.773)

& appetite reduction scores between 1 - 5
® appetite reduction scores between 6 - 9
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Figure 1. Mean appetite reduction scores during methylphenidate treatment according to CES1 genotype in a mixed-effects model (n
205). There were effects of treatment over time [n = 205; F(2,270) = 82.07, p < .001], for presence of G allele [F(1,197) = 4.04, p

.046], and a significant interaction between these factors [F(2,265) = 3.71, p = .026] on worsening of appetite reduction scores children

and adolescents during the treatment with methylphenidate for 3 months.
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Figure 2. Effect of the presence of the G allele on the changes in appetite reduction scores from baseline to the third month

of treatment (n = 118). Lowest scores (1-5); highest scores (6-9).



CAPITULO IV

DISCUSSAO
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A discussdo mais especifica referente aos resultados obtidos nesta
dissertacdo foram discutidas no artigo cientifico (capitulo 3). No presente capitulo
serdo mencionados alguns aspectos mais gerais deste trabalho e outros que néo

foram incluidos no artigo.

O trabalho iniciou com a analise de dois polimorfismos da CES1 para
verificarmos a resposta farmacogenética do metilfenidato. Entretanto, apos a
genotipagem do SNP Gly143Glu (rs71647871), resolvemos retird-lo do nosso
estudo, pois as frequiéncias génicas e genotipicas observadas foram muito baixas na
nossa amostra. Entre 230 individuos genotipados, apenas seis eram portadores do
alelo Glu (2,6%). Frequéncia muito similar a encontrada em individuos argentinos
saudaveis (1,8%) (Soria et al., 2010); no primeiro estudo que identificou o SNP, a
prevaléncia descrita foi de 7,5% em individuos de ancestralidade européia (Zhu et
al.,2008). Em criancas hangaras com TDAH, a frequéncia foi de 5,8% (Nemoda et
al.,2009).

Nemoda et al (2009) relataram a necessidade de doses menores de
metilfenidato em portadores do alelo Glu do polimorfismo Gly143Glu. De acordo com
esses autores havia uma diferenca de 0,10 mg/kg/dia entre genétipos. Contudo, é
importante enfatizar que a associacdo foi encontrada em uma amostra muito
pequena (5 portadores do polimorfismo versus 90 n&o-portadores). Com esse
tamanho amostral ndo é possivel eliminar o risco de o resultado observado seja

decorrente de erro tipo |, onde se obtém um resultado falso-positivo.

Polimorfismos com frequéncias baixas devem ser estudados em grandes
amostras devido ao pequeno efeito fenotipico dessas variantes. A aplicacdo clinica
desses resultados, no entanto seria muito pequena, pois a grande maioria dos
individuos néo seria portadora do alelo de risco. Nesses casos € mais benéfico que
os clinicos aumentem e/ou reduzam a dose conforme a resposta dos pacientes ao

tratamento.

Como ja citado, medicamentos estimulantes sédo reconhecidos como

tratamentos de primeira linha para o TDAH (Spencer et al., 1996). Um estudo
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prospectivo de 5 anos demonstrou que mais da metade dos participantes nao
conseguiu continuar a medicacédo no segundo ano de tratamento, e muitos daqueles
gue continuaram o tratamento relataram efeitos adversos clinicamente significativos,
dessa forma, os autores concluiram que os efeitos colaterais e tolerabilidade
percebida foram fatores importantes na decisdo dos pacientes para interromper o
tratamento (Charach et al., 2004).

Estudos abertos de acompanhamento de ensaios clinicos demonstraram que
menos de 60% dos pacientes medicados com metilfenidato ou anfetamina
previamente estabilizados permaneceram em uso de medicacao apés 12 meses de
tratamento, embora aqueles que permaneceram na terapia mostraram melhoras
continuas desde o inicio do tratamento (McGough et al.,2005; Wilens et al.,2003).
Portanto, é evidente que, apesar da eficacia global dos medicamentos estimulantes
no alivio a curto prazo dos sintomas de TDAH, existem impedimentos consideraveis
para permanecer em tratamento a longo prazo. Embora a maioria dos estudos
farmacogenéticos de TDAH publicados tém enfatizado preditores genéticos de
melhora dos sintomas, uma aplicacdo mais prética clinica pode estar na previsdo do
risco de efeitos adversos e tolerabilidade a medicacéo. Os efeitos adversos sdo 0s

principais obstaculos para a adeséo ao tratamento em longo prazo.

O presente trabalho tentou ampliar os conhecimentos no campo da
farmacogenética do TDAH ao tentar investigar a resposta terapéutica relacionada ao
gene responsavel pela enzima de metabolizacdo do metilfenidato. A hipotese de que
a variagcdes no gene CES1 poderiam contribuir para o desenvolvimento de efeitos
adversos em criangas e adolescentes com TDAH devido a utilizacdo do farmaco,
nos levou a selecdo do polimorfismo baseado em um unico trabalho em que os
autores demonstram tendéncia a hepatotoxicidade pela utilizacdo de isoniazida em
pacientes com tuberculose (Yamada et al., 2010). Com sucesso, nossa hipétese se
confirmou ao revelar que o polimorfismo -75 T>G estava associado com escores
mais altos de reducdo de apetite, o efeito adverso mais relatado ao uso de MFD.
Esses resultados séo clinicamente importantes, pois a supressado de apetite induz a
uma ingestéo calorica reduzida e nutricdo de qualidade inferior que séo as provaveis

causas de retardo de crescimento, um dos maiores efeitos adversos em longo prazo
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associados com a terapia estimulante (Swanson et al.,2007).

Biologicamente, ainda € incerto o real papel do polimorfismo -75 T>G devido a
falta de estudos funcionais e mais trabalhos que o utilizem. Contudo, nds sugerimos
gue ele teria um efeito na regulagdo do gene por estar localizado na regiao 5’ UTR.
Com um olhar mais observador na regido promotora dos genes CES1A1 e CES1AZ2.
O polimorfismo se localiza muito proximo ao sitio de ligacdo do fator de transcri¢céo
Spl1l-B no gene CES1A1, que nao ocorre no gene CES1A2. Importante observar,
que CES1A2 tem menor expressdo que CES1ALl por este apresentar um sitio de
ligacdo a mais a Spl e o sitio de ligacdo ao C/EBP. Conforme os autores, na
posicdo -75 do gene CES1A2, o nucleotideo presente é uma guanina, a forma
variante do polimorfismo estudado (Hokosawa et al. 2008). Em uma perspectiva de
continuacdo desse estudo, seria necessario investigar se o polimorfismo -75 T>G
poderia estar modificando a conformacdo do sitio de ligagdo ao Spl ou se ele
estaria em desequilibrio de ligacdo com os nucleotideos variantes da regido para
gue possamos inferir a sua verdadeira funcdo no gene. Pois, se CES1A2 possui 0
nucleotideo G na posicao -75, isso estaria de alguma forma impedindo a ligacédo
com Spl, diminuindo a sua expressao no figado. Essa poderia ser a explicacao
para os resultados encontrados com a CES1A1l. Assim, 0s pacientes que possuem a
variante G teriam uma diminuicdo da atividade enzimatica pela menor expressao,

aumentado a biodisponibilidade de metilfenidato e a propensao a efeitos adversos.

A aplicacao clinica mais promissora da farmacogenética e farmacogenémica
do TDAH pode estar no desenvolvimento de novos tratamentos para o TDAH. A
identificacdo de genes que determinam a suscetibilidade ao TDAH ou que preveem
a resposta ao tratamento podem promover a descoberta de novos alvos terapéuticos
para desenvolvimento farmacéutico futuro. Em dltima analise, espera-se que este
tipo de pesquisa possa permitir aos médicos adaptar as opc¢bes de tratamento

individual com base no genatipo.
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