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Souza DFN. Estudo de associacdo entre polimorfismos no gene Catecol-O-
Metiltransferase (COMT) e carie dentaria. [Dissertacdo de Mestrado]. Curitiba:
Universidade Positivo; 2022.

RESUMO

A cérie dentaria € a doenca cronica mais prevalente no mundo. Ela resulta da dissolugao
da hidroxiapatita pelos acidos organicos produzidos pelas bactérias cariogénicas
presentes no biofilme dental. Sua origem é considerada multifatorial, pois € influenciada
pela interacdo entre fatores biologicos, comportamentais, ambientais e sociais. Em
relagdo a susceptibilidade individual, ha fortes evidéncias de um componente genético
na etiologia da doenca. Este estudo de caso-controle avaliou se os polimorfismos rs4818
e rs6269 no gene Catecol-O-Metiltransferase (COMT) estdo associados a carie dentaria
em uma populacdo de adolescentes brasileiros. A amostra foi composta por 248
adolescentes de Curitiba, PR, Brasil com média idade de 11,3 anos, separados em dois
grupos: Controle com 166 individuos sem doenga (CPO-D = 0); e Caso com 82 afetados
por céarie (CPO-D>1). O DNA para analise molecular foi extraido de células bucais. Foi
comparada a distribuicdo dos polimorfismos entre casos e controles nos modelos
genotipico, alélico, dominante e recessivo nos fenétipos de dentes cariados (C),
perdidos (P), obturados (O) e de maior severidade da doenca, fenétipo extremo (CPO-D
> 3). Os dados foram analisados por meio do programa EPI info versdo 7.2.4.0. Foi
realizado o teste exato de Fisher com nivel de significancia de 0,05. Houve distribuicédo
homogénea dos gendtipos, portanto, sem diferenca estatistica significativa em nenhum
dos modelos analisados (p>0,05) nem no CPO-D de meninos e meninas (0,54 £ 0,96 e
0,56 + 0,97, respectivamente). O gene COMT isolado ndo resultou em associacdo
significativa com céarie dentaria na populacdo estudada. Mais estudos com o genoma
humano sdo necessarios para identificar possiveis genes que influenciam a cariologia
para estabelecer medidas de prevencdo e tratamento mais eficazes em determinadas

populagdes.

Palavras-chave: Carie dentaria, Genética, Catecol-O-Metiltransferase
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Souza DFN. Study of association between polymorphisms in the Catechol-O-
Methyltransferase (COMT) gene and dental caries. [Masters Dissertation]. Curitiba:
Universidade Positivo; 2022.

ABSTRACT

Dental caries is the most prevalent chronic disease in the world. It results from the
dissolution of hydroxyapatite by organic acids produced by cariogenic bacteria present
in the dental biofilm. Its origin is considered multifactorial since it is influenced by the
interaction between biological, behavioral, environmental and social factors. Regarding
individual susceptibility, there is strong evidence of a genetic component in the etiology
of the disease. This case-control study evaluated whether the rs4818 and rs6269
polymorphisms in the Catechol-O-Methyltransferase (COMT) gene are associated with
dental caries in a population of Brazilian adolescents. The sample was composed of 248
adolescents from Curitiba, PR, Brazil with a mean age of 11.3 years, separated into two
groups: Control with 166 individuals without disease (DMF-T = 0); and Case with 82
affected by caries (DMF-T>1). DNA for molecular analysis was extracted from oral
cells. The distribution of polymorphisms between cases and controls was compared in
genotypic, allelic, dominant, and recessive models in the phenotypes of decayed (C),
lost (P), filled (O) and higher disease severity, extreme phenotype (DMF-T > 3). Data
were analyzed using the EPI info program version 7.2.4.0. Fisher's exact test was
performed with a significance level of 0.05. There was a homogeneous distribution of
genotypes, therefore, no statistically significant difference in any of the models
analyzed (p>0.05) nor in the DMF-T of boys and girls (0.54 £ 0.96 and 0.56 + 0.97,
respectively) were found. The COMT gene alone did not result in a significant
association with dental caries in the study population. Further studies with the human
genome are needed to identify possible genes that influence caries to establish more

effective prevention and treatment measures in certain populations.

Key words: Dental caries, Genetic, Catechol-O-Methyltransferase
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1. INTRODUCAO

A carie dentéria é a doenca crdnica mais prevalente no mundo (Selwitz et al.,
2007; Sanz et al., 2017; WHO, 2020). De acordo com o estudo Global Burden of
Disease, em 2017, a prevaléncia mundial da doenca n&o tratada em dentes permanentes
foi de 29,4%, ou seja, 2,3 bilhdes de pessoas. A cérie ndo tratada em dentes deciduos
atingiu o patamar de 621 milhdes de criangas em todo mundo. Esses dados conferem a
carie dentaria como um problema de saude publica em diversos paises (Selwitz, 2007;
Gomes e Da Ros, 2008; Pitts et al., 2017; GBD, 2020). Se ndo tratada, a carie impacta
negativamente na qualidade de vida das pessoas, podendo, entre outras consequéncias,
causar dor, infeccdes e até mesmo a perda dentéria (Wang et al., 2012).

O conceito de cérie dentaria vem mudando significativamente ao longo das
ultimas décadas sendo que o conceito inicial, preconizado por Keyes em 1969, que
descreveu a doenca como consequéncia da interacdo entre trés fatores essenciais, i.
substrato, ou carboidratos fermentaveis; ii. bactérias; e, iii. suscetibilidade do
hospedeiro, parece obsoleto diante da inclusdo de fatores de risco que vdo além do
individuo em si, e sdo influenciados diretamente por determinantes que dizem respeito a
comunidade e ao nucleo familiar em que o mesmo esta inserido (Fejerskov, 2004;
Selwitz, 2007). Nesse sentido, o conceito mais atual é abrangente e ha evidéncias
suficientes para definir a carie dentaria como uma doenca cronica, multifatorial e
cumulativa, sujeita a influéncias biologicas individuais, comportamentais, sociais e
ambientais (Fejerskov 1997, 2004; Selwitz, 2007; Vieira et al., 2008; Werneck, Mira e
Trevilatto, 2010; Li et al., 2011; Crall e Forrest, 2018; Cavallari et al., 2019).

Mais recentemente, com 0 avango de técnicas de Biologia Molecular, ficou

evidente que o background genético de cada individuo contribui decisivamente para o
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desenvolvimento e para a evolucdo da doenca. Em especial, genes que estdo
relacionados a formacdo, desenvolvimento e mineralizacdo do esmalte dentario,
resposta imunoldgica do hospedeiro, preferéncias dietéticas e composi¢do salivar sao
candidatos para serem estudados (Shuler, 2001; Vieira et al., 2008; Chapple et al., 2017;
Cavallari et al., 2019).

O gene Catecol-O-Metiltransferase (COMT) é considerado um dos potenciais
genes da dor. Ele codifica dois tipos de enzimas, a SB-COMT e a MB-COMT (Nissinen
e Mannistd, 2010), as quais participam do metabolismo de catecolaminas como 0s
neurotransmissores dopamina, epinefrina e noraepinefrina (Nackley et al., 2007;
Nielsen et al., 2016; Mladenovic et al., 2018; Machoy-Mokrzynska et al., 2018;
Collantoni et al., 2017; Vieira et al., 2020). Polimorfismos de nucleotideo unico (SNP)
no gene COMT podem levar a uma producdo de enzimas deficientes em sua funcéo,
com menor termoestabilidade (Machoy-Mokrzynska et al., 2018) reduzindo a toleréncia
a dor (Mladenovic et al., 2018), promovendo, desta maneira, quadros de dor mais
persistentes (Nackley et al., 2007; Silva et al.,, 2021; Lee et al., 2011; Machoy-
Mokrzynska et al., 2018). Disfungdes temporomandibulares (DTM) e problemas
emocionais como ansiedade e estresse também ja foram associados significativamente a
polimorfismos no gene COMT (Silva et al., 2021; Brancher et al., 2021), entretanto,
ainda ndo foi testada a hipdtese de que polimorfismos neste gene possam estar
associados com cérie dentaria.

Nesse sentido, o objetivo deste estudo foi investigar a provavel associacao entre
polimorfismos genéticos no gene Catecol-O-Metiltransferase (COMT) com a

experiéncia de carie dentaria em adolescentes residentes em Curitiba, PR, Brasil.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Evolucgéo do conceito de carie dentaria

O conceito de cérie dentaria vem mudando significativamente ao longo das
ultimas décadas. As primeiras teorias de desenvolvimento da doenca comecaram em
1890 com o microbiologista W. D. Miller. Miller verificou que as bactérias tinham a
capacidade de fermentar acUcares produzindo &cido latico, teoria esta que ficou
conhecida como teoria acidogénica de Miller. Em contato com as superficies dentarias,
0 acido provoca a perda de minerais, ocasionando a desmineralizacdo (Crall e Forrest,
2018).

Anos depois, Keyes, em 1969, levantou a hipdtese de que a interacdo entre trés
fatores era essencial para o desenvolvimento da cérie: i. carboidratos fermentaveis; ii.
microbiota bucal, especificamente os Streptococos mutans; e, iii. susceptibilidade do
hospedeiro. Streptococos mutans sdo bactérias acidogénicas presentes no biofilme que
metabolizam substratos da dieta e, como consequéncia, ha producdo do acido
responsavel pela desmineralizacdo do dente (Keyes, 1969). A partir dessas observacdes
surgiu o conceito de doenca infecciosa e transmissivel baseada no modelo biomédico de
causalidade da doenca e este organograma ficou conhecido como a Triade de Keyes

(Figura 1) (Keyes, 1969).
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CARIES

SUBSTRATE
(DIET)

Figura 1- Hipotese formulada por Keyes: trés fatores sdo essenciais para 0
desenvolvimento da cérie: Tecido mineralizado (Host and Teeth); Microbiota bucal
(Microflora); Carboidratos fermentaveis (Substrate). A interacdo entre esses trés fatores

predispde o individuo a cérie. Fonte: Keyes, 1969.

Em 2004, Ferjerskov quebrou o paradigma de que a cérie era uma doenca
infecciosa e transmissivel ao esclarecer que ela ndo é uma doenca infecciosa classica de
causa Unica e controlada por vacina. Neste contexto, a carie dentaria comecou a ser
descrita como um processo dindmico que depende do equilibrio entre fatores de risco e
de protecdo, que vao além dos padrBes biolégicos e de comportamento individuais
(Chapple et al., 2017; Crall e Forrest, 2018). Hoje utiliza-se 0 modelo multidimensional
dos fatores etiologicos que influenciam a cérie dentaria definido como modelo
biopsicossocial (Figura 2). Este modelo engloba os fatores biolégicos, ambientais,
sociais e comportamentais, demostrando o aspecto multifatorial da doenga (Fejerskov

1997, 2004; Selwitz. 2007; Li et al., 2011; Crall e Forrest, 2018; Cavallari et al., 2019).
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Figura 2. Modelo que mostra a evolugdo conceitual da doenga carie, iniciando com a triade de
Keyes (1969) e o conceito atual que envolve multiplos fatores individuais e ambientais.
Adaptado de Fisher-Owens, 2007.

2.1.2. Fatores de risco e de protecdo a carie dentaria

Gracas aos estudos populacionais foi possivel a identificacdo de fatores nédo
bioldgicos, ambientais, comportamentais e sociais associados ao desenvolvimento de
carie dentaria (Li et al., 2011). Contudo, a combinacao de todos os fatores mencionados
acima ainda ndo explica inteiramente o resultado da doenca, pois individuos expostos
aos mesmos fatores de risco e experiéncias ambientais em comum acabam com indice
de dentes permanentes cariados, perdidos e obturados (CPO-D) diferentes (Werneck,
Mira e Trevilatto, 2010), ou seja, existem também fatores de protecdo contra a carie
dentéria.

Os fatores de protecdo contribuem na melhora da saude e seu desenvolvimento
enquanto os fatores de risco sdo exposi¢des que aumentam o risco de inicio da doenga e

tornam mais dificil atingir todo o potencial de saide (Crall e Forrest, 2018). Em nivel
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individual, tanto para risco quanto para protecdo, devem ser consideradas as
caracteristicas inerentes ao hospedeiro (Chapple et al., 2017). Pode-se citar como
fatores de risco a carie dentéria: i. condi¢cdes herdadas, como mutagdes genéticas; ii.
condi¢des adquiridas, como fatores econémicos e sociais; iii. condigdes ambientais,
como actmulo de biofilme dental e sua composicao; e, iv. estilo de vida, como ingestéo
de carboidratos e actcares (Chapple et al., 2017).

O aclcar ¢ um fator determinante que aumenta a producdo de acido pelas
bactérias acidogénicas presentes na placa bacteriana e, consequentemente, a dissolucao
mineral (Fejerskov, 1997), porém a sua presenca por si s6 ndo é o suficiente para causar
a doenca (Chapple et al.,, 2017). A alta frequéncia de consumo de doces e/ou de
alimentos acucarados antes de dormir tém grande influéncia no ciclo da doenca céarie (Li
et al., 2011) e esta associada também aos habitos do ndcleo familiar em geral.

O desequilibro da microbiota oral favorece a proliferacdo de bactérias
patogénicas da carie no biofilme e estas sdo, principalmente, Streptococos mutans,
Streptococos sobrinus e Lactobacillus spp. (Ferjeskov, 1997, 2004; Selwitz et al., 2007;
Sanz et al., 2017). Estes microrganismos capazes de metabolizar carboidratos
fermentaveis, como acUcares adicionados nos alimentos e bebidas industrializadas, ou
naturalmente presentes em frutas, por exemplo, produzem &cidos organicos fracos como
subproduto. Este acido causa queda do pH local que, ao atingir um valor critico,
favorece a desmineralizacdo dos tecidos dentarios ao longo do tempo (Selwitz et al.,
2007; WHO, 2020). Também deve ser considerada a composi¢do salivar uma vez que a
saliva tem papel importante na remineralizagdo ao restaurar o pH do biofilme através da
sua capacidade tampdo (Selwitz et al., 2007) e minimizar adesdo e crescimento

bacteriano (Chapple et al., 2017; Sanz et al., 2017).

16



Como pode-se perceber, a carie dentaria € um processo dinamico que oscila
entre desmineralizacdo e remineralizacdo, por isso deve haver o equilibrio dos fatores
de risco/patoldgicos e de protecdo que influenciam o inicio e a progressao da doenca
(Figura 3). Os fatores de risco podem se combinar de diversas formas e por isso a
prevaléncia de carie dentaria e o alto/moderado/baixo risco de desenvolver a lesdo

variam de regido para regido e de individuo para individuo (Pitts et al., 2017).

Fatores de protegdo:

* Dieta saudavel

* Escovagaocom creme dental
fluoretado duas vezes ao dia

* Aplicagidotdpicade flior
profissional

* Selantes preventivose
terapéuticos

* Fungdosalivarnormal

Fatores de risco/patologicos:

* Consumo frequente de
aglcares na dieta

* Uso inadequado defluoretos

* Higiene oral precaria

* Disfungdosalivar

Remineralizagdo

l

SAUDE
Paralisagcdo ou regressdo da
lesdo

Desmineralizacdao

|

DOENCA
Progressdo dalesdo

Alto risco a cérie | |  Riscomoderado a carie Baixo risco a carie

Figura 3 — Equilibrio dos fatores de risco/patolégicos e protetores na carie dentaria. Um foco
nos fatores de protecdo (aqueles que favorecem os dentes saudaveis) irdo promover
remineralizacdo e deslocar o processo de carie na direcdo de saude e paralisacdo da lesdo. A
falha em mitigar os efeitos dos fatores patoldgicos ird promover a desmineralizacdo e mudar o

equilibrio na direcdo da doenga (inicio e progressdo da doenca). Adaptado de Pitts et al., 2017.

Habitos de higiene bucal também séo considerados fatores intrinsecos ao
individuo uma vez que a habilidade e destreza manual sdo primordiais para
desorganizacdo do biofilme dental (Sun et al., 2017), entretanto podem ser
influenciados por fatores inerentes ao nucleo familiar tais como acesso a informagéo e

condicdo socioecondmica, que sao influenciados por fatores sociais. De fato, o status
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socioecondémico mais baixo afeta negativamente a saude das pessoas, incluindo seu
estado fisico, de saude bucal e mental (Crall e Forrest, 2018). Sabe-se que a prevaléncia
de carie é maior nas familias com status socioeconémico menor do que naquelas mais
favorecidas socialmente (Sun et al., 2017). A situacdo socioeconémica da familia pode
afetar a satde bucal da crianca, pois tanto 0 ambiente como os pais tém papel social
primario no desenvolvimento infantil (Kramer et al., 2018). Vale ressaltar que a salde é
altamente sensivel ao momento, a estruturacao social e aos eventos ambientais (Crall e
Forrest, 2018).

A estrutura familiar, incluindo educacdo materna, nimero de irméos, condigdes
de residéncia e renda também influenciam no desenvolvimento da doenca (Li et al.,
2011). Especialmente o nivel de escolaridade da mée esta associado ao maior ou menor
risco a carie. Quanto maior a educacdo, menor a prevaléncia de carie na infancia. (Sun
et al., 2017). Também os habitos familiares de cuidado, o conhecimento a respeito de
salde bucal pelos pais e 0 acesso aos servi¢os de salde tanto puablico como privado
pode influenciar nos cuidados bucais (Li et al., 2011). A atencdo dos pais, bons habitos
de higiene oral e 0 ambiente de saude durante a infancia resultam em uma melhor salde
bucal na idade adulta (Crall e Forrest, 2018).

Um fator ambiental importante e que deve ser considerado na prevencao da carie
é 0 acesso aos fluoretos, visto que estes sdo importantes na prevencdo e controle de
carie dentéria e desempenham papel fundamental no tratamento ndo invasivo da doenga
(Ferjeskov, 2004; Li et al., 2011; Sun et al., 2017). A remineralizacdo da les&o inicial
com o uso de fluor forma hidroxiapatita fluoretada e a fluorapatita, as quais possuem
mais resisténcia ao ataque de acido do que a hidroxiapatita (Ferjeskov, 2004; Selwitz et

al., 2007).
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A susceptibilidade a carie varia ao longo da vida do individuo e alteracdes no
padrdo de dieta, mudancas fisiologicas com o aumento da idade e uso de diversas
medicacdes contribuem para o risco elevado. Portanto, € necessario haver uma gestdo
dos fatores de risco para melhorar o ciclo da doenca ou contribuir para sua resolucéo
(Chapple et al., 2017). Além disso, a diferenca entre incidéncia e prevaléncia da cérie
dental nas variadas regifes geograficas é provavelmente explicada por conta da
diversidade no ambiente, estilo de vida, nivel socioeconémico e conhecimento em salde
bucal associado a condi¢fes socioeconémicas, politicas e de acesso aos servicos (Sun et
al., 2017; Vasconcelos et al., 2018).

E inegavel que a carie impacta negativamente a qualidade de vida do individuo,
pois é uma das principais causas de dor e perda de dentes (Sanz et al., 2017; Selwitz et
al., 2017; Crall e Forrest, 2018), perda das fun¢des mastigatdrias e capacidade nutritiva,
problemas de comunicacdo pela dificuldade em pronunciar as palavras normalmente,
mé oclusdo e insatisfacdo estética que prejudica o convivio social e, consequentemente,
a autoestima (Chapple et al., 2017; Sun et al., 2017; Crall e Forrest, 2018).

Por conta da individualidade, algumas pessoas sdo mais suscetiveis a doenca do
que outras quando expostas aos mesmos fatores de risco e por isso o papel da genética
na carie dentaria tem sido cada vez mais estudado para ter melhor entendimento da
doenca e seus fendtipos. Compreender a influéncia genética sobre a carie dentaria nos
permite identificar melhor os grupos de riscos e ser mais eficaz na prevencdo da doenca

(Cavallari et al., 2019).
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2.2. Cérie dentaria e genética

A ideia de que existe uma associacao entre carie dentaria e background genético
de cada pessoa foi, curiosamente, aventada pela primeira vez por Black, no final do
século XIX, pesquisador até hoje citado em disciplinas tais com Prétese e Técnica
Operatoria (Black, 1899). Evidéncias atuais indicam que 0sS genes com maior
predisposicdo a carie dentaria sdo os envolvidos na: i. formacéo, desenvolvimento e
mineralizacdo do esmalte dentario, como AMELX, AMBN, ENAM, TUFT, MMP20 e
KLK4 (Cavallari et al., 2019; Chapple et al., 2017); ii. composi¢éo salivar, como AQPS5;
iii. resposta imunoldgica, como LTF; iv. ao processo inflamatdrio, como NFX1 e REL
(Alotaibi et al., 2021); e, v. os determinantes das preferéncias dietéticas, como TAS2R38
e TAS1R2 (Chapple et al., 2017; Alotaibi et al., 2021). Estes genes também foram
descritos em outras patologias como amelogénese e dentinogénese imperfeita,
morfologia anormal de incisivos e molares e ma formacdo congénita do dente, o0 que
sugere que os individuos com defeitos primarios em esmalte estdo mais sujeitos as
lesGes de carie (Shuler, 2001; Cavallari et al., 2019).

Além disso, quando se estuda um gene, também se estuda a interacdo do mesmo
com proteinas, outros genes e/ou 0 ambiente, ndo sendo uma entidade isolada (Cavallari
et al., 2019). O fator genético sofre influéncia de fatores adquiridos, como estilo de
vida, e ambientais, sendo assim é considerado fator moderado no desenvolvimento da
doenca (Chapple et al., 2017).

Recentemente, um gene que vem sendo bastante estudado por estar associado
com quadros dolorosos € o gene Catecol-O-Metiltransferase (COMT) que esta
localizado no braco longo do cromossomo 22, na posicdo 22ql1.21 a 22ql.22
(Grossman et al., 1992a; Winqvist et al., 1992) (Figura 4), e contém seis éxons, sendo

que os dois primeiros ndo sdo codificadores. Curiosamente, este gene também vem
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sendo apontado como um gene de interesse para ser estudado em quadros de alteracdes

de mineralizacdo do esmalte dentario (Pramanik e Saha, 2017).
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Figura 4- Imagem do Gene COMT: seta apontando para a localizagdo 22q11.21(“q” representa o
braco longo do cromossomo) (Genome Decoration Page/NCBC).

Alguns polimorfismos do gene COMT séo encontrados em alta frequéncia na
populacdo humana e tém sido associados com um aumento nos niveis de catecolaminas
e, consequentemente, diminuicdo do limiar de dor, aumentando a chance de condicdes
dolorosas persistentes e ansiedade (Nackley et al., 2007; Silva et al., 2021; Lee et al.,
2011; Machoy-Mokrzynska et al., 2018). Estudos entre polimorfismos no COMT com
DTM (Brancher et al., 2021), bruxismo (Vieira et al., 2020) e fluorose (Pramanik e
Saha, 2017) se mostraram positivos. A associa¢do entre COMT e cérie dentéria ainda
ndo foi estudada.

Recentemente a adicdo do componente genético a etiologia da carie dentaria, que
se soma aos demais fatores, vem sendo muito discutida. Alteragdes cromossomicas,
heterogeneidade de alelos ou genes, mutacdo, polimorfismos, entre outras, tém sido
identificadas e associadas com condigOes fisiopatologicas que acometem a cavidade
bucal e merecem ser investigadas. Presume-se que a associacdo de fatores ambientais
com fatores geneticos contribua decisivamente para a instalacdo e desenvolvimento das

doencas (Shaffer et al., 2013; Shungin, et al., 2019).
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Diante disso, investigar as condi¢Ges genéticas, tais como polimorfismos, de
uma determinada populacdo ou individuos vem sendo considerada uma alternativa real
para propor acdes preventivas para determinadas populacfes. Sendo assim, este estudo
tem como objetivo investigar a associacdo entre polimorfismos genéticos no gene
Catecol-O-Metiltransferase (COMT) com carie dentdria em uma populacdo de

adolescentes brasileiros.
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3. PROPOSICAO

O objetivo deste estudo foi investigar a associagdo entre polimorfismos
genéticos no gene Catecol-O-Metiltransferase (COMT) com cérie dentaria em uma

populagéo de adolescentes brasileiros.
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Abstract

Objectives: Dental caries is the most prevalent chronic disease in the world and there is
evidence of a genetic component in its etiology. This case-control study evaluated
whether the rs4818 and rs6269 polymorphisms in the Catechol-O-Methyltransferase
(COMT) gene are associated with dental caries in a population of adolescents. Study
design: The sample was composed of 248 adolescents from Curitiba, PR, Brazil with a
mean age of 11.3 years, separated into two groups: Control with 166 individuals without
disease (DMF-T = 0); and Case with 82 affected by caries (DMF-T>1). DNA for

molecular analysis was extracted from oral cells. The distribution of polymorphisms
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between cases and controls was compared in genotypic, allelic, dominant, and recessive
models in the phenotypes decayed (D), missing (M) and filled (F) teeth and higher
disease severity (DMF-T > 3). Fisher's exact test was performed with a significance
level of 0.05. Results: There was a homogeneous distribution of genotypes, therefore,
no statistically significant difference in any of the models analyzed (p>0.05) nor in the
DMF-T of boys and girls (0.54 + 0.96 and 0.56 + 0.97, respectively) were found.
Conclusion: The COMT gene alone did not result in a significant association with

dental caries in the study population.

Keywords: dental caries, genetic, Catechol-O-Methyltransferase

INTRODUCTION

Although dental caries has been present in human life for centuries, it was due to
industrialization and changes in the lifestyle of populations that its prevalence increased
significantly, making it a major challenge for epidemiologists and public health
services!. Dental caries is a multifactorial infectious disease that may result in loss of
mineral from affected teeth due to organic acids from oral microbiota*®3 however their
risk factors like individual susceptibility®, socioeconomic status’, mother and adolescent
schooling® and oral health behavior®%!* may influence the development and
progression of the disease. In addition, small groups still have a high prevalence of the
disease and represent a challenge for an epidemiological approach®®. This phenomenon
is called polarization and especially in Brazil occurs due to the social and economic

inequalities present in society®.
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Regarding individual susceptibility for dental caries, there is strong evidence for
a genetic component in the etiology of disease!*’, despite little is known concerning
how many and which are the genes influencing caries genetic predisposition. More
recently, it was found that Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs) in genes that
regulate enamel formation are associated with dental caries and that candidate genes are
those involved with i. dental enamel formation, development and mineralization, such
as AMELX, AMBN, ENAM, TUFT, MMP20 e KLK4'2#: ji. salivary composition, such
as AQP5; iii. immune response, such as LTF; iv. the inflammatory process, such as
NFX1 e REL'®; and, v. genes determinants of dietary preferences, such as TAS2R38 and
TAS1R2'>'8  However, in fact, it is plausible that gene-genes interaction plus
environmental factors could contribute to dental caries!®%,

At this point, a gene that has been extensively studied for being associated with
painful conditions is Catechol-O-Methyltransferase (COMT), located in the long arm of
chromosome 22, at position 22q11.21 to 22q1.22.2%%2 In a controversial previous study,
the COMT gene was pointed as a biological marker of fluorosis among children, that is,
it could be a gene of interest to be studied in cases of changes in dental enamel
mineralization®. Interesting, there are still no in studies on its correlation with dental
caries.

So, due to the multifactorial aspects of disease, this case-control study aims to
evaluate if SNPs in COMT gene (rs6269 and rs4818) are associated with dental caries in
a population of Brazilian adolescents. The null hypothesis of the study is that there is no

association between the studied SNPs and dental caries.

MATERIALS AND METHODS
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Ethical aspects

The local Human Ethics Committee approved this study (CAAE no.
37655414.1.0000.0093). Participants received written information about the study, and
signed consent was obtained from a parent for all parents/guardians. The study followed
the Declaration of Helsinki guidelines. For this case-control study, a random sample
was selected from a previous cross-sectional study with a representative sample of 934
adolescents aged 10 to 14 years attending public and private schools in the city of
Curitiba, Parana, Brazil?*. For this study, our sample was composed by 248 adolescents
[166 unaffected (DMFT = 0) and 82 affected by dental caries (DMFT>1)] randomly
selected using a random number generator website (www.randomizer.org). The data
were collected from September 2014 to July 2016 and follow the Declaration of the

STrengthening the REporting of Genetic Association Studies (STREGA)?.

Determination of dental caries phenotype

Clinical exams were conducted in the school, with natural light, mirror, probe,
wooden spatula, gauze and gloves. The adolescents were diagnosed according to the
decayed (D), missing (M) and filled (F) teeth (DMF-T) index in accordance to the
World Health Organization (WHO)?. Teeth were considered decayed when presenting
either cavities or white lesions. All evaluations were performed by a calibrated
examiner. Individuals were divided into two groups, according to caries experience:
Control, with 166 individuals without caries experience (DMF-T=0); Case, 82
individuals with caries experience (DMF-T>1). Adolescents with DMF-T higher than 3

were classified how extreme phenotype.

DNA samples and genotyping
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Based on the method reported by Kiichler et al.?’, Genomic DNA for molecular
analysis was extracted from buccal cells. Genetic polymorphisms were genotyped by
real-time PCR using the TagMan (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) assay.
The polymorphisms were selected based on allele frequency, linkage disequilibrium
structure, and suggested association with dental caries.

After performing the clinical examination, the cells were individually collected
in a private environment so as not to cause any kind of embarrassment to the
adolescents. Each adolescent gave two mouthwashes with 5 mL of autoclaved 3%
glucose solution, for 1 minute, with an interval of 5 minutes each?’. After each
mouthwash, the cells of the oral mucosa were scraped with a wooden spatula in order to
collect the patients’ DNA. The solutions were deposited in collecting tubes that were
stored in a styro foam containing ice until they arrived at the molecular genetics
laboratory at Universidade Positivo (UP), Curitiba, Parand, Brazil. Each tube was
centrifuged at 2000 rpm for 10 min to separate the pellet of cells that detach from the
oral mucosa of the supernatant (saliva + 3% glucose). This cell pellet was transferred to
a buffer solution (10 mM TrisHCI, 0.1 M EDTA, 0.5% SDS - pH 8.0 - Sigma-Aldrich
®) and stored in a freezer at -20 °C until use.

On the following days, DNA was extracted according to the protocol by Kiichler
et al.?” according to which, after thawing, 10 pL of proteinase K (20 mg/mL) was added
to the solution, which was left for 08 hours at 65°C. The DNA was purified by adding
10 M ammonium acetate, precipitated with isopropanol and ethanol and then
resuspended in 50 pl of 10 mM Tris (pH 7.8) and 1 mM EDTA.

After resuspension of the DNA in Tris-EDTA or DNAse and RNAse-free water,
the DNA sample was quantified with the aid of a spectrophotometer (Biophotometer —

Eppendorf®), in addition to estimating its purity by the OD 260/280 ratio. Further
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purification was performed with the Qiagen Flexigene Kit (PN 51206) (Qiagen Benelux
®) following manufacturer's recommendations. After purification, genomic DNA was
again quantified in a spectrophotometer.

The SNPs were selected by consulting the website of the International HapMap
Project (www.hapmap.org), which is a union of several countries to develop a map with
patterns of DNA sequence variations. In this database, information about the SNP in the
genes of interest is available. Two SNP of the COMT gene (rs4818 and rs6269) were

selected. Gene and polymorphism characteristics are described in Table 1.

Table 1 Description of genes and polymorphisms studied.

Gene Chromosomal rs MAF Reference Polymorphic Description
location Allele Allele
COMT 22g11.21 rs4818 0.296 C G Single nucleotide variant
22011.21 rs6269 0.356 A GIT Single nucleotide variant

Note: SNP = Single Nucleotide Polymorphism. MAF = stands for minor allele frequency.
Retrieved from the database: nchi.nlm.nih.gov

Statistical Analysis

The data were analyzed using EPI info 7.2.4.0. version. Fisher's exact test at a
significance level of 0.05 and odds ratio (OR) calculations were used. We compare the
distribution of the rs4818 and rs6269 polymorphisms in COMT gene between the
control and case groups in genotypic, allelic, dominant and recessive models. Also were
tested individuals with extreme phenotype for dental caries, more severe cases with

DMFT=3.

RESULTS
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A total of 248 adolescents were included in the study, with 43.9% of the sample
being boys and 56% girls. The mean age of participants was 11.3 years (+ 1.19 years).
There was no statistical difference between the DMFT of boys and girls (0.54 + 0.96
and 0.56 + 0.97, respectively). One hundred and sixty-six individuals were unaffected
by dental caries while 82 individuals were affected by at least one lesion. Table 2 shows
the genotypic distribution of adolescents involved in the study compared with the
DMFT index. The predominant genotypes for caries-free individuals were CC and CG
for rs4818 and AA and AG predominate in DMFT = 0 for rs6269. There was no

statistical difference between the evaluated genotypes.

Table 2 Comparison of the DMFT index and genotypic variations.

4(57.1) 3(42.8)  0(0.0) p> 0.05
2(40.0) 3(60.0)  0(0.0)
0(0.0) 1(100.0)  0(0.0)

DMF-T
rs DMFT CcC CG GG
0 67(46.2) 62(42.7) 16(11.0) reference
1 15(44.1) 16(47.0)  3(8.8)
2 6(28.5) 12(57.1) 3(14.2)
4818 3 4(57.1) 3(42.8) 0(0.0) p> 0.05
4 1(25.0) 2(50.0) 1(25.0)
5 0(0.0) 1(100.0)  0(0.0)
COMT AA AG GG
0 62(39.7) 69(44.2) 25(16.0) reference
1 16(39.0) 19(46.3)  6(14.6)
6269 2 4(17.3) 15(65.2)  4(17.3)
3
4
5

To study the association between the genotypic and allelic distribution of
polymorphisms with DMFT, the phenotypes with decayed (D), missing (M), filled (F)
and extreme phenotype teeth were analyzed separately (Table 3). There was no

difference in either of the two models analyzed (p>0.05).
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Table 3 Genotype and allelic distribution according to studied variables in adolescents.

Gene rst Groups Genotype n p- Allele p-
value value
Decayed — (D) |
cC CG GG C G
4818 Not Affected 67(45.9)  64(43.8)  15(10.3) 0.59 198(67.8)  94(32.2) 0.37
Affected 26(38.8)  33(49.2)  8(12.0) 85(63.4)  49(36.6)
COMT AA AG GG A G
6269 Not Affected 62(39.5) 71(45.2)  24(15.3) 0.60 195(62.1) 119(37.9) 0.62
Affected 26(33.7) 40(51.9) 11(14.3) 92(59.7)  62(40.3)
Missing — (M) |
cc CG GG C G
4818 Not Affected 91(43.7) 95(45.6) 22(105)  0.80  277(66.6) 139(33.4)  0.19
Affected 2(40.0) 2(40.0) 1(20.0) 6(60.0) 4(40.0)
COMT 6269 AA AG GG A G
Not Affected 85(37.2) 109(47.8) 34(14.9) 074  279(61.1) 177(38.9) 0.14
Affected 3(50.0) 2(33.3) 1(16.6) 8(66.7) 4(33.3)
Filled — (F) |
cC CG GG C G
4818 Not Affected 88(43.7)  90(44.7)  23(11.4) 0.39 266(66.1) 136(33.9) 0.22
Affected 5(41.6) 7(58.3) 0(0.0) 17(70.9) 7(29.1)
COMT AA AG GG A G
6269 Not Affected 81(37.1) 104(47.7)  33(15.1) 0.82 266(61.0) 170(38.9)  0.26
Affected 7(43.7) 7(43.7) 2(12.5) 21(65.6)  11(34.4)
Extreme phenotype (DTM-F > 3) |
cc CG GG C G
4818 Not Affected 70(45.4)  69(44.1) 15(9.7) 0.89 209(67.8)  99(32.1) 0.65
Affected 3(37.5) 4(50.0) 1(12.5) 10(62.5) 6(37.5)
COMT AA AG GG A G
6269 Not Affected  67(39.64) 76(44.9) 26(15.3)  0.41  210(62.1) 128(37.8)  0.38
Affected 4(44.4) 5(55.5) 0(0.0) 13(72.2)  5(27.7)

Table 4 shows the values obtained in the dominant and recessive models for the
variables dental caries, filled teeth, missing teeth and extreme dental caries. The values

obtained show a homogeneous distribution of genotypes without statistical significance.

Table 4 Genotypic analysis of polymorphisms in dominant and recessive models.

rstt Model Groups Genotype n (%) p-value Odds Ratio
Decayed — (D)
CC+CG GG
Dominant  Not Affected 131(89.7%) 15(10.3%) 0.71 1.18
Affected 59(88.0%) 8(12%) (0.47-2.94)
4818 GG +CG cc
Recessive  Not Affected 79(54.1%) 67(45.9%) 0.33 0.74
Affected 41(61.1%) 26(38.9%) (0.41-1.34)
AA +AG GG
Dominant  Not Affected 133(84.7%) 24(15.3%) 0.84 0.92
Affected 66(85.7%) 11(14.3%) (0.42-1.99)
6269 GG +AG AA
Recessive  Not Affected 95(60.5%) 62(39.5%) 0.39 0.78
Affected 51(66.3%) 26(33.7%) (0.44-1.38)
Missing — (M)
cC+CG GG
Dominant  Not Affected 186(89.4%) 22(10.6%) 0.50 211
4818 Affected 4(80%) 1(20%) (0.22-19.76)
GG +CG cc
Recessive  Not Affected 117(56.2%) 91(43.8%) 0.86 0.85
Affected 3(60%) 2(40%) (0.14-5.23)
AA + AG GG
Dominant  Not Affected 194(85.1%) 34(14.9%) 0.90 1.14
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Affected 5(83.3%) 1(16.7%) (0.12-10.07)
AA

6269 GG +AG
Recessive  Not Affected 143(62.7%) 85(37.3%) 0.52 1.68
Affected 3(50%) 3(50%) (0.33-8.52)
Filled — (F)
CC+CG
Dominant  Not Affected 178(88.6%) 23(11.4%) 0.21
4818 Affected 12(100%) 0(0%)
GG +CG cc
Recessive  Not Affected 113(56.2%) 88(43.8%) 0.88 091
Affected 7(58.3%) 5(41.7%) (028-2.98)
AA +AG GG
Dominant  Not Affected 185(84.9%) 33(15.1%) 0.91 1.12
Affected 5(83.3%) 1(16.7%) (0.12-9.90)
6269 GG + AG AA
Recessive  Not Affected 137(62.9%) 81(37.1%) 0.59 1.31
Affected 9(56.2%) 7(43.8%) (0.47-3.66)
Extreme Phenotype (DTMF > 3)
cC+CG GG
Dominant  Not Affected 139(90.3%) 15(9.7%) 0.79 1.32
Affected 7(87.5%) 1(12.5%) (0.15-11.5)
4818 GG +CG cc
Recessive  Not Affected 84(54.5%) 70(45.5%) 0.65 0.72
Affected 5(62.5%) 3(37.5%) (0.16-3.11)
AA +AG GG
Dominant  Not Affected 143(84.6%) 26(15.4%) 0.20
Affected 9(100%) 0(0%)
6269 GG +AG AA
Recessive  Not Affected 102(60.4%) 67(39.6%) 0.77 1.21
Affected 5(55.6%) 4(44.4%) (0.31-4.70)
DISCUSSION

Despite multifactorial aspects of dental caries, fewer years ago, genetics studies
point to a new approach to understanding molecular mechanisms of the disease'”%%,
In addition to gene-environment interactions, gene-gene interactions are being
investigated in dental caries susceptibility since 20052, In this sense, its plausible that
genetic polymorphisms in genes responsible for amelogenesis are natural candidates to
be studied in dental caries, enamel hypomineralization, dental fluorosis, or any other
situation that result in enamel deficiency?4,

So, in this transversal study, we decide to investigate the association between an
unusual single nucleotide polymorphism in the Catechol-O-Methyltransferase (COMT)
gene (rs4818 and rs6269) and dental caries in a population of adolescents. COMT gene
codified an enzyme with the same name that plays an important function in the

metabolism of catecholamines linked to autonomic responses and that are associated
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with pain and anxiety episodes®®32. Therefore, we designed a study with different
genetic models including genotype, allelic, dominant and recessive, to test the
association of rs4818 and rs6269 with dental caries and your different components:
decayed (D), missing (M), or filled (F) and with the extreme phenotype (DMFT>3). We
didn’t find a significant association between the studied polymorphisms and dental
caries. This confirms our null hypothesis. In a way, it was a positive result in proving
that a gene that is not a natural candidate for dental caries is not really associated with
dental caries.

However, polymorphisms in COMT gene have been associated with a variety of
systemic conditions: rs4818 has been associated with anxiety, pain and
temporomandibular disorders?®3; also with greater intensity and duration of post-
surgical pain including maxillary alveolar bone graft from the anterior iliac crest in cleft
palate patients®; and third molar extractions®.

Indeed, the presence of the G allele in the rs4818 and rs6269 polymorphisms
provided less postoperative pain at rest and on motion in these patients®. This result is
also in agreement with the findings of the study by Machoy-Mokrzynska et al.3! in
which it found that the presence of multiple G alleles at SNP rs4818 was associated
with lower pain intensity after hip replacement surgery. Likewise, the GG genotype
appears to be a protective factor for pain and 2.3 times less chance of developing
temporomandibular disorders®.

The presence of the A allele, on the other hand, has been associated with an
increased risk of developing chronic pain syndromes such as migraine, back pain, and
temporomandibular disorders®.. In the meta-analysis by Brancher et al.*, the rs6269
polymorphism was significantly associated with myofascial pain, anxiety, and TMD.

The same is confirmed in the study by Vieira et al.**, who demonstrated that the rs6269

33



polymorphism had a significant association with bruxism in adults. This can be
explained since psychological factors are one of the causes of bruxism and the COMT
gene has already been associated with psychological problems and emotional changes®*.

From the point of view of tooth enamel formation, the study by Zhang et al.®
suggests that the polymorphism in the COMT gene increases the risk of fluorosis. As a
consequence, it may have a negative adverse effect on the score of intelligence quotient
(IQ) of children living in areas with a high concentration of fluoride in the water.
According to this study, fluoride in high concentrations affects the activity of the COMT
enzyme when the polymorphism (rs4680) is present, metabolizing dopamine faster??.

The present study has limitations. First, we don’t assess the level of pain
perception or anxiety, commons variables associated with COMT gene; second, for a
better caries diagnosis, the international caries detection and assessment system
(ICDAS) index would reveal a different scenario, with more details about initiation and
progression of dental caries. Despite this, the genetic models analyzed, and the
significant sample number allow us to assume that the analyzed polymorphisms are not
associated with dental caries.

Following this direction, other studies also did not observe an association
between polymorphisms and dental caries. Shaffer et al.*® tested the relationship of
ACTN2, MTR, EDARADD, MPPED2 and LPO genes and suggest further studies that
associate environmental conditions, such as available fluoride concentration in the
region, with the genetic component. The same author, in a subsequent study*®, also had
negative results with caries for the following genes: ABCG2, PKD2, the dentin/bone
SCPP sub-family, EDNRA, TJFBR1, NKX2-3, IFT88, TWSG1, IL17D and SMAD?7.
Zeng et al.¥" study of the human genome also reproduced no relationship of the genes

BCOR, BCORL1, INHBA, CXCR1, and CXCR2 with dental caries on smooth surfaces or
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cracked surfaces of teeth. This reinforces how deep and difficult the etiology of caries
is, suggesting that a polygenetic association, mostly with small effects, is involved in
the development of the disease.

Finally, it was concluded that the COMT gene alone did not result in a
significant association with dental caries in the population studied. More studies with
the human genome are needed to identify possible genes that influence dental caries to
establish more effective prevention and treatment measures in certain populations. A
suggestion for future work would be to observe the interaction of this gene with other
candidate genes through haplotype and diplotype analysis and/or other environmental

risk factors such as fluoride exposures, dietary and oral hygiene behaviors.

CONCLUSION

The Catechol-O-Methyltransferase (COMT) gene was not associated with dental
caries in a population of Brazilian adolescents. Further identification of candidate genes
influencing the risk is needed to establish more effective measures of prevention and

treatment against dental decay.
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CONSIDERACOES FINAIS

Neste estudo de associacao entre carie dentéria e polimorfismos no gene COMT,
nenhuma evidéncia significativa foi observada. Sugere-se uma analise multivariada
deste gene combinado a outro ou a algum fator ambiental para descobrir se hd um
possivel aumento na suscetibilidade do individuo a doenca. Desta forma, a identificagdo
dos genes que contribuem na patogénese da carie dentéaria é importante pois auxilia a

individualizar as estratégias de prevencao e tratamento para manutencdo da satde bucal.
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APENDICE

APENDICE 1 - METODOLOGIA

Desenho do estudo e selecdo da amostra

O Comité de Etica em seres humanos local aprovou este estudo (CAAE n°
37655414.1.0000.0093). Os participantes receberam informagGes por escrito sobre o
estudo e o consentimento assinado de um dos pais foi obtido para todos os
pais/responsaveis. O estudo seguiu as diretrizes da Declaracdo de Helsinki. Para este
estudo caso-controle, foi selecionada uma amostra aleatoria de estudo transversal
anterior com uma amostra representativa de 934 adolescentes de 10 a 14 anos de escolas
publicas e privadas da cidade de Curitiba, Parand, Brasil (Bertoli et al., 2018). Para este
estudo, nossa amostra foi composta por 248 adolescentes [166 ndo afetados (CPOD = 0)
e 82 afetados por cérie dentaria (CPOD>1)] selecionados aleatoriamente por meio de
um site gerador de ndmeros aleatérios (www.randomizer.org). Os dados foram
coletados de setembro de 2014 a julho de 2016 e seguem a Declaracdo de
Fortalecimento do Relatério de Estudos de Associacdo Genética (STREGA) (Litlle et

al., 2009).

Determinacéo do fenotipo de carie dentéria

Os exames clinicos foram realizados na escola, com luz natural, espelho, sonda,
espatula de madeira, gaze e luvas. Os adolescentes foram diagnosticados de acordo com
o0 indice de dentes cariados, perdidos e obturados (CPOD) de acordo com a OMS (OMS,
2013). Todas as avaliagfes foram realizadas por examinadores calibrados. A calibragéo
dos examinadores foi feita a partir da duplicacdo dos exames de 10% da amostra e foi

utilizado o teste Kappa para mensurar a confiabilidade. Os valores de kappa obtidos
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foram 0.93 para inter- e 0.99 para intraexaminador, promovendo alta concordancia e
confiabilidade. Os dentes foram considerados cariados quando apresentavam caries ou
lesbes brancas. Os individuos foram divididos em dois grupos de acordo com a
experiéncia de cérie: Controle, sendo 166 individuos sem experiéncia de cérie

(CPOD=0); e Caso, com 82 individuos com experiéncia de caric (CPOD>1).

Obtencdo da amostra de DNA

Com base no método relatado por Kichler et al., (2012), o DNA gendmico para
analise molecular foi extraido de células bucais. Os polimorfismos genéticos foram
genotipados por PCR em tempo real usando o ensaio TagMan (Applied Biosystems,
Foster City, CA, EUA). Os polimorfismos foram selecionados com base na frequéncia

alélica, estrutura de desequilibrio de ligacdo e associacdo sugerida com carie dentaria.

Apds a realizacdo do exame clinico, as células foram coletadas individualmente
em ambiente privativo para ndo causar nenhum tipo de constrangimento aos
adolescentes. Cada adolescente fez dois bochechos com 5 mL de solucdo de glicose a
3% autoclavada, por 1 minuto, com intervalo de 5 minutos cada (Kichler et al., 2012).
Apbs cada bochecho, as células da mucosa oral eram raspadas com uma espatula de
madeira para a coleta do DNA dos pacientes. As solu¢des foram depositadas em tubos
coletores que foram armazenados em isopor contendo gelo até chegarem ao laboratério
de genética molecular da Universidade Positivo (UP), Curitiba, Parana, Brasil. Cada
tubo foi centrifugado a 2000 rpm por 10 min para separar o pellet de células que se
desprendem da mucosa oral do sobrenadante (saliva + 3% de glicose). Este pellet
celular foi transferido para uma solugdo tampdo (TrisHCI 10 mM, EDTA 0,1 M, SDS
0,5% - pH 8,0 - Sigma-Aldrich ®) e armazenado em freezer a -20 °C até o uso.
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Nos dias seguintes, 0 DNA foi extraido de acordo com o protocolo de Kiichler et
al. (2012) segundo o qual, apés o descongelamento, foram adicionados 10 pL de
proteinase K (20 mg/mL) a solucédo, que foi deixada por 08 horas a 650C. O DNA foi
purificado por adi¢do de acetato de amonio 10 M, precipitado com isopropanol e etanol

e depois ressuspenso em 50 pL de Tris 10 mM (pH 7,8) e EDTA 1 mM.

Apds ressuspensdo do DNA em Tris-EDTA ou agua livre de DNAse e RNAsg, a
amostra de DNA foi quantificada com auxilio de um espectrofotémetro (Biophotometer
— Eppendorf®), além de estimar sua pureza pela razio OD 260/280. A purificacio
adicional foi realizada com o Kit Qiagen Flexigene (PN 51206) (Qiagen Benelux®)
seguindo as recomendacdes do fabricante. Apds a purificacdo, o DNA genémico foi
novamente quantificado em espectrofotdmetro. A Figura 4 mostra a sequéncia utilizada

para extracdo e purificacdo de DNA.

e !a Bochecho com
e

glicose 3% e DNA Purificado S
raspagem da Suspenso em === Pnct;;:::‘&;r com

bochecha. tampdo

Precipitagdo com
Isopropanol

' Centrifugagdo 2000 rpm I

10 min.
l Precipitagdo com
L

Acetato de Amdnio

Tampdo de ' ‘ K
extragdo 1,3 mL } me;g:f!

Freezer -20° C ! Overnight, 65° C

(Trevilatto & Line, 2000)

Figura 4. Protocolo de purificagéo e extracdo do DNA. Adaptado de Trevilatto e Line (2000).
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Selecdo do gene, polimorfismos e genotipagem

A selecdo dos polimorfismos foi realizada com apoio do site niehs.nih.gov.
Foram selecionados dois polimorfismos de nucleotideos Unicos no gene COMT (rs6269
e rs4818) que se classificam como potencialmente funcionais, com frequéncia alélica
minima de pelo menos 10% para a populacdo europeia e considerando desequilibrio de
ligacdo de 0,8.

A genotipagem dos polimorfismos selecionados foi executada segundo 0 método
de PCR em tempo real utilizando ensaios TagMan® de discriminacéo alélica adquiridos
da empresa Applied Biosystems (Foster City, Califérnia, EUA) em conjunto com uma
solugdo denominada TagMan™ Genotyping Master Mix®. Cada ensaio incluiu um par
de primers flanqueadores da regido do polimorfismo bem como sondas especificas para
a identificacdo dos alelos, compostas de dois oligonucleotideos - desenhados um para
cada sequéncia resultante da mudanca de base - conjugados com fluor6foros que
emitiram fluorescéncia em comprimentos de ondas diferentes, denominados VIC™ ¢
FAM™ utilizando o aparelho StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Thermo Fisher
Scientific, Massachusetts, EUA), e a partir dela o software fornecido junto com o

equipamento permitiu efetuar a discriminacéo alélica das amostras.

Anélise estatistica

Os dados foram analisados usando EPI info 7.2.4.0. versdo. Utilizou-se o teste
exato de Fisher com nivel de significancia de 0,05 e céalculos de odds ratio (OR).
Comparamos a distribui¢éo dos polimorfismos rs4818 e rs6269 no gene COMT entre 0s

grupos controle e caso em modelos genotipicos, alélicos, dominantes e recessivos.
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Também foram testados individuos nos fenotipos céarie dentaria (C), dentes perdidos
(P), dentes obturados (O) e um grupo fendtipo extremo para carie dentaria, com casos

mais graves com CPOD>3.
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APENDICE 2 - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E

ESCLARECIDO
Eu, data de
nascimento RG profisséo morado
r@___ cidade sou
responsavel legal do menor , data de
nascimento e concordo na participacdo do mesmo no estudo intitulado

“Prevaléncia das Desordens Temporomandibulares e condi¢Oes bucais em escolares de
Curitiba ” sob responsabilidade do Prof. Dr. Jodo Armando Brancher. Para isso autorizo
o0 preenchimento de questionarios, exame clinico e a coleta de saliva de meu filho. Fui
informado(a) que realizado um exame clinico bucal individualmente em ambiente
privativo para que ndo cause nenhum tipo de constrangimento a crianga e sera utilizado
apenas para estudar se esse problema nas articulagdes e musculos da face, se presente,
tem origem genética ou néo.

Estou ciente de que tenho a liberdade de me recusar que meu filho participe desta
pesquisa ou de retirar meu consentimento em qualquer fase desta, sem penalizacé&o.
Autorizo que os dados sejam utilizados para pesquisa e sejam publicados em revistas
cientificas especializadas e/ou apresentados em congressos cientificos, ja que me foi
garantido pelo pesquisador que minha identidade e a do menor citado acima seréo
mantidas em sigilo.

Estou ciente que o exame clinico do menor ndo trard nenhum risco a sua satde, mas que
mesmo assim ele tera assisténcia integral garantida se ele sentir algum desconforto
durante os procedimentos.

Em caso de detec¢do de problemas na articulacdo, dentes ou musculos da face, os pais
serdo informados e encaminhados para tratamento na Universidade Positivo. Declaro
ainda que todas as minhas davidas sobre o assunto da pesquisa foram esclarecidas e que
pOosso entrar em contato com o pesquisador sempre que desejar.

Ciente, , de de20 .

Assinatura do Responsavel
Prof. Jodo Armando Brancher
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ANEXO 1

UNIVERSIDADE POSITIVO € glaegrerma

'PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Prevaléncia das Desordens Temporomandibulares e condigdes bucais em eacolares
de Curitiba.

Pesquisador: Juliama Felirin de Souza Caparroz

Area Tematica: Genética Humana:
(Trata-s& de pesguisa envolvendo Gendtica Humana gue nio necessita de analise
ética por parte da CONEP:);

Vergdo: 1

CAAE: 376554 14.1.0000.0:093

Instituigdo Proponente: CENTRO DE ESTUDOS SUPERICRES POSITIVO LTDA
Patrocinador Principal: Financiamenta Proprio

DADOS DO PARECER

Mamera do Parecer: 870.404
Data da Relatoria: 29/10/2014

Apresentagac do Projeto:

Em criangas & adolescentes os sintfomas das Disfungdes Temporomandibulares (DTM)} como dor na regido
pra-auricular, dor durante os movimentos mastigatorios, cefaldias, limitagéo dos movimentos mandibulares &
presenca de ruidos articulares estdo presentes com menor intensidade do gue em populagdes adultas,
porém verifica-se um aumento destes sinais da denficAo decidua para a permanents. Sendo assim, & de
grande imporidnciao dingnistico diferencial entre o processo de crescimanto das estruturas e as disfuncoes.
O chjetivo do estudo @ avaliar a prelavéncia dessas desordens em 1.282 escolares de 10 a 14 anos do
municipio de Curntiba-PR. bem como investigar possiveis fatores associados & presenga da DTM.como os
fatores oclusais, comportamentais, habitos parafuncionaia, e polimorfismos genéticos.

Os adolescentes responderdo a dois questionarios: um direcionado para avaliagdo de

OTM, sendo uma adaptagéo do eixo | do ROC/TMD para esta feixa etdria; e outro o IDATE-TRACO para
avaliagdo do grau de ansiedade. O exame clinico intra-bucal serad direcionado para avaliagao oclusal
inapecio de facetas de desgastes causadas por habifos parafunclonais. A palpagéo doa mdsculos
mastigatorios e das articulagées temporomandibulares sera realizada de acorde com o RDC/TMD, excluindo
o3 muisculos intra-orais gue causam exiremo desconforto em criangas e

Enderepo:  Rua Praf Podro Vinata Pangat de Souza né 6300

Bairro: Campo Comordo CEP: g1.2a30-300
UF; PR Munigipio: CURITEA
Talefame: (41330 7-3060 Fax: [(41)3317-3030 E-muil:  coapilip com b

Pigins 04 de 03
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ANEXO 2

FICHA DE ANAMNESE APLICADA NO EXAME CLINICO

Identificagdo: Data: Examinador.

Nome: Idade: Género Etnia:

Local de nascimento:

Endereco:

CEP: Telefone:

Saude Geral
1 - Em geral, sua satde e boa? () Sim () N&do
2 — Vocé tem alguma doenga grave? () Sim () N&do

Se sim, qual ?

3 —Vocé toma medicacdes regularmente? () Sim () Néo
Se sim, qual é?
4- Etnia: () Branco () Negro () Mulato () Amarelo

Questionario
1 - Vocé fez alguma cirurgia bucal? () sim ( ) néo.

Caso tenha feito, qual foi?

2- Possui algum implante dentério? (S) (N)
Exame Clinico
CPOD
55 54 53 52 51 61 62 63 64 65
17 16 15 14 13 12 11 21 22 23 24 25 26 27
CPOD
CPOD
47 46 45 44 43 42 41 31 32 33 34 35 36 37
85 84 83 82 81 71 72 73 74 75
Codigos
0. Saudavel 6. Selado
1. Cariado 7. Suporte para prétese, coroa dentaria ou implante
2. Restaurado e com carie 8. Dente extraido

3. Restaurado e sem cérie 9. Manchas brancas de carie

4. Perdido por cérie 10. Cérie paralisada

5. Perdido por outra raz&o: 11. Eroséo

6. Selado T - Trauma

7. Dente ndo irrompido
indice de Placa Visivel
v |12V 26p Caracteristicas

0 — Biofilme ausente
1 — Biofilme recobrindo o terco gengival
IPV= 2 — Biofilme recobrindo os tercos gengival e médio

a6l 321 36V 3 — Biofilme recobrindo toda a face dentaria
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Gengivite

() Nao
()Sim () Muito leve ( )Leve ( )Moderada () Severa
Regido:
17 16 15 14 13 12 11 21 22 23 24 25 26 27
47 46 45 a4 43 42 41 31 32 33 34 35 36 37
85 84 83 82 81 71 72 73 74 75
Periodontite
() Nao
()Sim () Muito leve ( )Leve ( )Moderada () Severa
Regido:
Fluorose
() Nao
()Sim () Muito leve ( )Leve ( )Moderada () Severa
Regido:
17 16 15 14 13 12 11 21 22 23 24 25 26 27
47 46 45 44 43 42 41 31 32 33 34 35 36 37
85 84 83 82 81 71 72 73 74 75

Use 0 espaco abaixo para fazer quaisquer outras anotacdes a respeito da satde bucal do paciente.
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