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Leite LRV. Aspectos moleculares da lesdo endodontica periapical: estudo piloto.

[Dissertagao de Mestrado]. Curitiba: Universidade Positivo, 2022.

RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar a relacdo entre a presenca de lesdo periapical e
polimorfismos genéticos nos genes COMT, ANKK1 e DRD2. Trinta e quatro pacientes
foram incluidos nesta pesquisa, onde foi realizada coleta de saliva para avaliacdo
genética. Os dados da distribuicdo genotipica e alélica foram analisados por meio dos
softwares Epi Info 3.5.7 e Stata. A associacdo entre grupos afetados e ndo afetados foi
analisada pelo teste Qui-quadrado ou Exato de Fisher nos modelos aditivo, dominante e
recessivo. Foi adotado o nivel de significancia de 0,05. No modelo genotipico ndo houve
diferengas significativas entre os individuos com e sem lesdo periapical quando avaliados
os genes COMT rs174675 (p = 0,43), COMT rs165656 (p = 0,75), ANKK rs1800497 (p
= 0,31) e DRD2 rs6296 (p = 0,28). Da mesma forma, no modelo alélico ndo foram
encontradas diferencas significativas entre os individuos com e sem lesdo periapical
quando avaliados os genes COMT rs174675 (p = 0,36), COMT rs165656 (p = 0,78),
ANKK rs1800497 (p = 0,10) e DRD2 rs6296 (p = 0,13). O alelo C de rs174675 no
modelo dominante foi mais presente no grupo que nao foi afetado pela presenca de lesdo
periapical (p = 0,02) e parece desempenhar um papel protetor contra o desenvolvimento
de lesdo periapical. Os demais alelos dos outros polimorfismos testados, tanto no modelo
dominante quanto no modelo recessivo, ndo parecem estar associados a lesdo periapical.
Observou-se uma associa¢ao entre o polimorfismo rs174675 do gene COMT com lesdo
periapical, indicando evidéncias de que COMT pode ser fator de protegdo contra a
existéncia de lesdo periapical.

Palavras-chave: Endodontia; Lesao periapical; Polimorfismo genético.
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Leite LRV. Molecular aspects of periapical endodontic lesion: pilot study. [Masters

dissertation]. Curitiba: Universidade Positivo 2022.

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the relationship between the presence of periapical
lesion and genetic polymorphisms in COMT, ANKK1 and DRD2 genes. Thirty-four
patients were included in the research, saliva collection was performed for genetic
evaluation. Genotypic and allelic distribution data were analyzed using Epi Info 3.5.7 and
Stata software. The association between affected and unaffected groups was analyzed
using the chi-square or Fisher's exact test in the additive, dominant and recessive models.
A significance level of 0.05 was used. In the genotypic model, there were no significant
differences between individuals with and without periapical lesion when evaluating the
genes COMT rs174675 (p=0.43), COMT rs165656 (p=0.75), ANKK rs1800497 (p=0.31)
and DRD2 rs6296 (p=0.28). Likewise, in the allelic model, no significant differences
were found between individuals with and without periapical lesion when the genes
COMT 15174675 (p=0.36), COMT 15165656 (p=0.78), ANKK rs1800497 (p= 0.10) and
DRD?2 rs6296 (p=0.13). The rs174675 C allele in the dominant model was more present
in the group that was not affected by the presence of periapical lesion (p=0.02) and seems
to play a protective role against the development of periapical lesion. The other alleles of
the other tested polymorphisms, both in the dominant and in the recessive models, do not
seem to be associated with the periapical lesion. An association was observed between
the rs174675 polymorphism of the COMT gene and periapical lesions, indicating
evidence that COMT may be a protective factor against the existence of periapical
lesions.

Keywords: Endodontics; periapical lesion; genetic polymorphism
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Introducao

A polpa dentaria esta sujeita a danos que podem ser iniciados principalmente por
carie, doenca periodontal, desgastes e traumas. Em todos esses casos, microrganismos
podem levar a infec¢do e a inflamagao; no caso de traumas e desgastes, microrganismos
podem colonizar o tecido pulpar apos a perda de suprimento sanguineo?. Com a
progressdo da inflamacdo e a consequente perda de vitalidade da polpa, ocorre o

processo de necrose, resultando, muitas vezes, na formagio de lesdes periapicais’.

As lesdes periapicais sdo patologias inflamatorias de origem endoddntica
decorrentes da necrose pulpar e contaminacdo microbiana do canal radicular e

frequentemente sdo diagnosticadas em dentes humanos*?,

Assim, deve-se considerar que lesdes periapicais sdo condigdes osteoliticas
inflamatorias infecciosas que afetam os tecidos periodontais e o osso alveolar, e se
desenvolvem a partir de uma resposta imune inflamatéria complexa desencadeada por

elementos microbianos, que resulta em destrui¢do 0ssea’.

Virios fatores podem estar associados ao desenvolvimento de lesdes periapicais,
dentre eles estdo os fatores ambientais e as caracteristicas individuais dos sujeitos, neste
caso os fatores génicos ganham importdncia. Nesse sentido, o desequilibrio de
expressoes génicas envolvidas no processo de cicatrizagdo tem surgido como fator

etiologico no desenvolvimento de lesdes periapicais®.

Investigacdes recentes se concentram na identificacio de polimorfismos

genéticos envolvidos em diferentes aspectos da resposta do hospedeiro e na capacidade

desses polimorfismos de gerar uma imunidade comprometida’-3%:1,



O Catecol-O-Metiltransferase (COMT) ¢ uma proteina com funcdo enzimatica
altamente especializada. A funcdo desta proteina foi primeiramente descrita por Axelrod
et al., em 1958!!, que propds uma teoria para explicar o mecanismo de agdo desta
enzima sobre um grupo de neurotransmissores, as catecolaminas, que incluem a
dopamina, adrenalina, noradrenalina, L-Dopa, estrogenos, acido ascorbico e
intermediarios da melanina. Esses neurotransmissores sao responsaveis por varios
processos fisiologicos, incluindo alteragdes de humor, depressao e resposta as situagodes
de estresse'l!2, Ainda, estudos buscam relacionar o COMT a falhas no processo de

remodelagio Ossea'.

As proteinas receptoras de dopamina localizadas na célula pos-simpdtica sao
uma familia de proteinas que exibe uma estrutura tipica com sete dominios
transmembrana classificados como DRDI, DRD2, DRD3, DRD4 ¢ DRD5. Outro gene
que codifica proteinas relacionadas a dopamina ¢ ANKKI. Ocorre, que variagdes
genéticas no DRD2 e no ANKKI, estdo constantemente sendo relacionadas a estresse,

depressio e ideagdo suicida'®,

Segundo Beurel et al. (2020)'°, estd bem estabelecido que em pacientes
estressados e deprimidos ocorre a desregulagdo do sistema imunoldgico inato e
adaptativo, portanto, parte-se da hipdtese que quadros de estresse e depressdo podem

afetar o sistema imune e interferir no processo inflamatoério.

Deste modo, ante a auséncia de literatura neste sentido, faz-se necessario o
desenvolvimento de estudos que respondam se existe associagdo entre COMT, DRD2 e
ANKKI, genes comumente associados ao estresse, depressio e ansiedade, ao

desenvolvimento de lesdo periapical.



Materiais e Métodos

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Institucional
(parecer n.° 2.959.442), e seguiu as diretrizes da Declaracdo de Helsinki para estudos
com humanos. Os participantes foram esclarecidos quanto a natureza da pesquisa e

assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Participaram deste estudo pacientes diagnosticados com necrose pulpar que
procuraram atendimento na clinica de pos-graduacdo em Endodontia da Universidade

Positivo, Curitiba, Brasil, no periodo de mar¢o a dezembro de 2019.

Foram incluidos 34 pacientes, que tiveram diagnostico de necrose pulpar por
meio de teste de sensibilidade. O exame clinico inicial incluiu a verificacao de presenca
de dor, fistula e edema. No exame radiografico foi verificado se havia ou ndo lesdo

periapical e também condi¢do anatdmica do dente.

Os critérios de inclusdo para a pesquisa foram: pacientes maiores de 18 anos,
com diagndstico de necrose pulpar, em condi¢des de saude fisica e psicoldgica
consideradas normais e que ndo estavam fazendo uso de anti-inflamatorios, analgésicos
e antidepressivos. Foram excluidos pacientes com dente com diagndstico de polpa vital,

dentes com apice incompleto e gestantes.

Coleta de saliva para analise genética

O DNA gendmico para andlise molecular foi extraido de células bucais

coletadas a partir da saliva, seguindo protocolo previamente publicado'®.

Para a coleta, os individuos realizaram dois bochechos com 5ml de solugdo

autoclavada de glicose a 3%, por 1 minuto, com intervalo de 5 minutos cada'’. Apds



cada bochecho foi feita raspagem das células da mucosa oral com espatula de madeira
com objetivo de coletar DNA dos pacientes. As solucdes foram depositadas em tubos
coletores e mantidas resfriadas até a chegada ao laboratorio de genética molecular. Cada
tubo foi centrifugado a 2000rpm por 10 minutos para separar o pellet de células que se
despregam da mucosa oral do sobrenadante (saliva + glicose 3%). Esse pellet de células
foi transferido para uma solugdo Tampao (TrisHCI 10mM, EDTA 0,1 M, SDS 0,5% -

pH 8.0 — Sigma-Aldrich ®) e armazenado em freezer -20°C até sua utilizagao.

Nos dias subsequentes o DNA foi extraido de acordo com o protocolo de
Trevilatto e Line, (2000)!7, segundo o qual, apos o descongelamento, 10ul de proteinase
K (20mg/ml) foram acrescentados a solucao, que foi deixada durante 8 horas a 65°C. O
DNA foi purificado por adicdo de acetato de amoénio a 10M, precipitado com
isopropanol e etanol para depois ser ressuspenso em 50ul de Tris a 10mM (pH 7.8) e

EDTA a ImM.

Apds a ressuspensdo do DNA em Tris-EDTA ou agua livrte de DNAses e
RNAses, a amostra de DNA foi quantificada com auxilio de um espectofotometro
(Biofotometro — Eppendorf, Cidade, Pais), seguindo recomendag¢des do fabricante. Apds

a purificacdo, o DNA gendmico foi novamente quantificado em espectofotometro.

Selecio de polimorfismos e genotipagem

Os Single Nucleotide Polimorphism (SNPs) foram selecionados por meio de

consulta da pagina do International HapMap Project (www.hapmap.org), que ¢ a unido

de varios paises para o desenvolvimento de um mapa com padrdes de variagdes da

sequéncia de DNA. Nesse banco de dados estdo disponiveis informacdes sobre os SNPs



nos genes de interesse. Foram selecionados polimorfismos no gene DRD?2 (rs6296), no

gene ANKK (rs1800497) e dois no gene COMT (rs174675 e rs165656).

Analise dos dados

Os dados da distribui¢do genotipica e alélica foram analisados usando o software
Epi Info 3.5.7 e Stata (StataCorp, College Station, TX, EUA, versao 11). A associagdo
entre grupos afetados e ndo afetados foi analisada pelo teste do Qui-quadrado ou Exato
de Fisher nos modelos aditivo, dominante e recessivo. Foi adotado o nivel de

significancia de 0,05.



Resultados

Na Tabela 1 s@o encontrados os dados descritivos dos 34 pacientes. Dezoito
(52,9%) eram do sexo masculino e 16 (47,0%), do sexo feminino, havendo, portanto,
houve um equilibrio entre homens e mulheres. A média da idade, para a amostra total
foi de 43,61 anos. Nao apresentaram lesdo periapical 25 pacientes (73,5%), sendo que 9

(26,5%) foram diagnosticados com lesdo.

Tabela 1. Dados descritivos dos pacientes incluidos na pesquisa (n = 34).

Variavel n %
Sexo

Masculino 18 52,9
Feminino 16 47,0
Lesao Periapical

Ndo 25 73,5
Sim 9 26,4

A Tabela 2 apresenta a distribui¢do genotipica e alélica encontrada em grupos
com lesdo periapical e sem lesdo periapical. No modelo genotipico ndo houve
diferencas significativas entre os individuos com e sem lesdo periapical quando
avaliados os genes COMT rs174675 (p = 0,43), COMT 13165656 (p = 0,75), ANKK
rs1800497 (p = 0,31) e DRD?2 156296 (p = 0,28). Da mesma forma, no modelo alélico
também ndo foram encontradas diferencas significativas entre os individuos com e sem
lesdo periapical quando avaliados os genes COMT r1s174675 (p = 0,36), COMT

1s165656 (p = 0,78), ANKK rs 1800497 (p = 0,10) e DRD?2 rs6296 (p = 0,13).



Tabela 2. Modelo genotipico e alélico na amostra estudada (n = 34).

Gene rs# Grupo Genotipo (%) Valor P Alelo Valor P
CC GC GG C G
rs165656 | Sem lesdo 3(12,5) 9 (37,5) 12 (50,0) 0.43 15(31.2) 33 (68.8) 0,36
Com lesdo 1(12,5) 5(62,5) 2 (25,0) 7 (43,7) 9 (56,3)
comr CcC CT TT C T
rs174675 | Semlesdo | 13 (65,0) 7 (35,0) 0(0) 0.75 33 (82,5) 7(17,5) 0,78
Comlesdo | 5(714) 2 (28,6) 0(0) 12 (85,7) 2 (14,3)
AA AG GG A G
ANKKI | rs1800497 | Sem lesdo 2 (8,3) 7(29,2) 15 (62,5) 0.31 11(22,9) 37 (77,1) 0,10
Com leséo 0(0) 1(11,1) 8 (88,9) 1(5,5) 17 (94,5)
AA AG GG A G
DRD2 156296 Sem lesdo 3(12,0) 11(44,0) 11(44,0) 0,28 17 (25,0) 33 (75,0) 0,13
Com lesdo 3(33,3) 2(22,2) 4(44,5) 8 (44.,4) 10 (55,6)

A Tabela 3 apresenta a andlise genotipica em modelos dominantes e recessivos
em grupos com lesdo periapical e sem lesdo periapical. O alelo C de rs174675 no
modelo dominante foi mais presente no grupo que nio foi afetado pela presenca de
lesdo periapical (p = 0,02) e parece desempenhar um papel protetor contra o
desenvolvimento de lesdo periapical. Os demais alelos dos demais polimorfismos
testados, tanto no modelo dominante quanto no modelo recessivo, ndo parecem estar

associados a lesao periapical.



Tabela 3. Analise genotipica em modelos dominantes e recessivos
rs# Modelo Grupo Genotipo n (%) Valor p Razdo de Probabilidade
comMr
GG + GC CcC
Dominante Sem lesdo 21 (87,5%) 3 (12,5%) 0,99 1.0
(0.08 -11,24)
165656 Com lesdo 7 (87,5%) 1(12,5%)
CC+GC GG
Recessivo Sem lesdo 12 (50.0%) 12 (50.0%) 0,21 0,33
p—, Com lesdo 6 (75.0%) 2 (25,0%) (0.05-1,99)
CC+CT TT
Dominante Sem lesdo 20 (100,0%) 0 (0,0%) 0,02 undefined
Com lesdo 7 (100,0%) 0(0,0%)
174675 CT+TT CcC
Recessivo Sem lesdo 7 (35,0%) 13 (65,0%) 0,75 1,34
Com lesdio 2 (28,6%) 5 (71,4%) (0,20 - 8,81)
ANKKI
GG+AG AA
Dominante Sem lesdo 22 (91,7%) 2 (8,3%) 0,37 undefined
Com lesao 9 (100,0%) 0 (0%)
ANKK AA+ AG GG
1800497 Recessivo Sem lesio 9 (37,5%) 15 (62,5%) 0,14 4,8
Com leséo 1(11,1%) 8 (88,9%) (0,51 -44.9)
DRD2
GG+AG AA
Dominante Sem lesdo 22 (88,0%) 3 (12,0%) 0,15 3,66
276 Com lesdo 6 (66,7%) 3 (33.3%) (0,58-23,0)
DRD2 AA+AG GG
Recessivo Sem lesdo 14 (56,0%) 11 (44,0%) 0,98 1,01
Com lesdo 5 (55,5%) 4 (45,5%) (0,21-4,71)




Discussao

O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia de polimorfismos genéticos nos
genes COMT, ANKK1 e DRD2 sobre o desenvolvimento de lesdo periapical que ¢ uma
doenga inflamatoria dos tecidos perirradiculares causada por multiplos fatores'®. O
desequilibrio de expressdes genicas envolvidas no processo de cicatrizagdo tem surgido
como fator etioldgico no desenvolvimento de lesdes periapicais®, de fato, os resultados
desta pesquisa apontam que COMT pode ser fator de protecdo contra o

desenvolvimento de lesoes.

Salzano (2000)!'? ao questionar se os individuos sdo um produto de seus genes ou
do ambiente em que vivem, salienta a importancia da interagdo entre esses dois
conjuntos de fatores, ou seja, sendo o ser humano tdo complexo tanto do ponto de vista
bioldgico quanto do ponto de vista social, ndo se pode compreender uma patologia e
assim, desenvolver melhores tratamentos, condutas e até trabalhar com prevengao sem
antes pesquisar todos os aspectos envolvidos em seu desenvolvimento, sejam eles

ambientais ou genéticos.

Cada individuo apresenta sua propria resposta fenotipica, bem como a expressao
génica frente a determinado estimulo, isso ocorre porque o DNA humano possui
pequenas alteragdes, que podem influenciar a resposta de cada individuo frente a

agressoes?’.

Essas alteragdes sdo consideradas normais, e quando sdo encontradas em mais
de 1% da populagao mundial recebem o nome de polimorfismos genéticos. O tipo mais
comum de polimorfismo genético ¢ chamado de polimorfismo de nucleotideo tnico,

polimorfismo de transi¢do ou Single Nucleotide Polymorphism (SNPs), onde ocorre a

10



substitui¢ao de um nucleotideo por outro, acarretando a troca de um tnico par de bases,

podendo afetar a expressao de proteinas, a estrutura e fungdo de um gene.

A maioria dos SNPs ocorrem em espagos intergénicos ou em componentes nao
codificadores de genes, ndo ocasionando repercussdo funcional. Entretanto, alguns
polimorfismos podem ser encontrados em regides promotoras, codificadoras ou
regulatorias do genoma, afetando a expressdo génica e proteica, influenciando a
estabilidade do messenger ribonucleic acid (RNA mensageiro) e a eficiéncia do
processo de traducgdo, alterando a sintese de uma proteina e podendo alterar algum
processo biolodgico, como a resposta inflamatéria para um agente microbiano especifico,
o que pode ter intima relacdo com a etiopatogenia das alteracdes pulpares e periapicais,
uma vez que SNPs de alguns genes podem aumentar ou diminuir o risco do paciente na

expressdo fenotipica da doenga?!-?°,

Assim, estudos genéticos tornaram-se
indispensaveis para compreensdo dos mecanismos do desenvolvimento da lesdo

periapical.

Estudos indicam que a fonte mais comum de variagdo genética humana ¢
encontrada em polimorfismos de nucleotideo unico. Assim, justifica-se, usar
polimorfismos de nucleotideo tnico para diagnostico mais preciso de doengas, bem
como melhorar os processos de progndstico e até desenvolver novas terapias®?. Neste
sentido, tendo em vista que os polimorfismos nos genes COMT, DRD2 e ANKK]I sdo
polimorfismos de nucleotideo unico, o presente estudo buscou avaliar a relagdo destes

com lesdo periapical.

Esses polimorfismos, podem ser usados para identificar potenciais marcadores
de suscetibilidade, gravidade e desfecho clinico. Assim, tal abordagem pode ser util na

identificacdo de marcadores potenciais para respondedores e ndo respondedores a varios

11



medicamentos e terapias, bem como ajudar a identificar alvos para interven¢do

terapéutica?®-4,

Em estudo prévio realizado por este grupo de pesquisa, avaliou-se a relagdo da
dor pos-operatéria em tratamentos endoddnticos e seus aspectos moleculares, com
analise da presenca de polimorfismos genéticos nos genes COMT, DRD2 ¢ ANKKI%,
que sdo genes que foram associados a estresse, ansiedade, depressao e ideagdo suicida,

entre outros transtornos psiquicos!#!1%-26:27.28,

Tofteng (2004)%°, afirma que esteroides sexuais sdo importantes reguladores de
massa 0ssea, € 0s genes que regulam a producdo e metabolismo dos esteroides sexuais
sdo Obvios como genes candidatos a pesquisas que envolvam lesdes Osseas, assim, 0
COMT sendo uma enzima envolvida no metabolismo de estrogénio, deve ser estudada
no que se refere a lesdo periapical. De fato, neste estudo, para o0 modelo dominante foi
encontrada relacdo entre polimorfismo genético no COMT e individuos ndo afetados por

lesdo periapical.

No mesmo sentido, Colavite et al. (2018)*° afirmam que genes associados ao
metabolismo dsseo estdo entre os genes candidatos a serem estudados em casos de lesdao
6ssea, por outro lado, em estudo desenvolvido a cerca de perda de implantes dentarios,
Chaves et al. (2021)*! assume que os genes associados ao estresse e ansiedade também
podem estar associados ao metabolismo dsseo, tendo o gene COMT, inclusive sido
previamente estudado por Brancher et al. (2019)*? e associados a condi¢des dolorosas,

estresse e ansiedade.

Dowlati et al. (2010)** e Kohler et al. (2017)** em estudo de meta-analise,

concluiram que citocinas pro-inflamatorias e proteinas de fase aguda estdo aumentadas

12



em pacientes com depressdo. No mesmo sentido, Miller e Raison (2016) afirmam que
um estado inflamatorio agudo pode estar presente em pacientes psiquidtricos, o que €
consistente com os achados de que o estresse induz uma resposta inflamatoria e
elevacdo de marcadores inflamatorios pos-estresse em voluntarios saudaveis. Por outro
lado, Kohler et al. (2017)** aponta evidéncias de que “a depressdo é acompanhada de
imunossupressdo”, indicando segundo Beurel, Toups ¢ Nemeroff (2020)"° a existéncia
de uma ativagdo do sistema imune inato e reducdo do sistema imune adaptativo, de
qualquer modo, se faz necessdria a andlise de genes COMT, DRD2? e ANKKI,
relacionados a estresse e depressdo e sua associagdo com o processo inflamatorio

gerador da lesdo periapical.

As lesdes periapicais sdo barreiras criadas por uma resposta imune que
restringem os microrganismos € impedem sua disseminacdo para os tecidos
circundantes prejudicando ndo s6 microrganismos invasores, mas também as células
vizinhas, assim, o desequilibrio do sistema imunologico influencia a formagdo, a

progressdo a e cura da lesdo periapical®’.

Assim, considerando que o desenvolvimento de lesdo periapical possui intima
relacdo com o processo inflamatorio desencadeado pelo sistema imunoldgico inato, e
tendo em vista que, segundo Beurel et al. (2020)!°, estd bem estabelecido que a
desregula¢do do sistema imunoldgico inato e adaptativo ocorre em pacientes deprimidos
e dificulta o prognostico favoravel, ndo se pode deixar de pesquisar a associagdo entre

os genes COMT, DRD?2 e ANKK] e o desenvolvimento de lesdo periapical.

Finalmente, deve-se considerar que genes COMT, DRD?2 ¢ ANKKI podem ter
um papel pleiotropico, possuindo mais de uma atuagdo sobre o fenotipo, controlando

varias caracteristicas através da expressdo génica, que sdo frequentemente associados a

13



estresse, depressdo, ansiedade e dor, mas podem estar associados a patogenias

relacionadas ao metabolismo 6sseo, como aqui tratado, da lesdo periapical.

Este estudo foi um estudo piloto, onde foi encontrada associagdo entre o alelo C
de COMT rs174675 no modelo dominante e o grupo que nao foi afetado pela presenca
de lesdo periapical, sugerindo que este desempenha um papel protetor contra o
desenvolvimento de lesdo periapical. Porém, tendo em vista a inexisténcia de estudos
semelhantes, pesquisas futuras em diferentes e maiores populagdes sdo necessarias para

confirmar ou refutar os achados.
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Conclusao

Observou-se uma associagdo entre o polimorfismo rs174675 do gene COMT
com lesdo periapical, indicando evidéncias de que esse polimorfismo pode ser fator de

protecdo contra o desenvolvimento de lesdo periapical.
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