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RESUMO

A neuralgia do trigémeo (NT) é caracterizada por episédios paroxisticos de dor intensa em
choque elétrico, com inicio e término abruptos, normalmente desencadeados por estimulos
indcuos no territorio de inervacdo de um ou mais ramos do nervo trigémeo. Polimorfismos
genéticos dos genes codificadores da catecol-o-metiltransferase (COMT) e guanosina
trifosfato ciclohidrolase (GCHZ1) foram associados ao aumento da suscetibilidade e a prote¢édo
no desenvolvimento de condicdes dolorosas, respectivamente. Este trabalho avaliou o0s
polimorfismos genéticos rs4680 (COMT) e rs8007267 (GCH1) em pacientes diagnosticados
com a NT. Quarenta e oito individuos diagnosticados com NT, cuja avaliagdo clinica foi
previamente realizada, e 48 controles foram submetidos a coleta de material biolégico para
genotipagem por PCR em Tempo Real com sondas especificas do sistema Tagman. Os
resultados ndao demonstraram diferencas estatisticamente significativas entre as frequéncias
genotipicas e alélicas de pacientes e controles. Também ndo foram encontradas associagdes
entre a intensidade da dor e as frequéncias genotipicas e alélicas dos pacientes. Apesar da
auséncia de associacdo, os resultados encontrados representam contribuicdo importante para o
conhecimento sobre a suscetibilidade genética a NT devido a escassez de estudos genéticos
em NT.

Palavras-chave: dor facial, nervo trigémeo, neuralgia do trigémeo, polimorfismo genético,

catecol-o-metiltransferase, guanosina trifosfato



ABSTRACT
Trigeminal neuralgia (NT) is characterized by paroxysms of severe shock-like pain within the
distribution of one or more divisions of the trigeminal nerve. Genetic polymorphisms in genes
encoding catechol-o-methyltransferase (COMT) and guanosine triphosphate cyclohydrolase
(GCH1) were associated with increased susceptibility and protection to painful diseases,
respectively. This work evaluated rs4680 (COMT) and rs8007267 (GCH1) genetic
polymorphisms in patients diagnosed with NT. Forty-eight individuals with NT, whose
clinical evaluation of pain was previously performed, and 48 controls were submitted to
collection of biological material by oral swabs and DNA was analyzed by real-time
polymerase chain reaction with specific probes (Tagman assay). Results showed no
association among COMT or GCH1 polymorphisms and the presence of TN. Genotype
distribution and allele frequencies did not correlate to pain severity. Although no association
of evaluated polymorphisms and trigeminal neuralgia or pain was observed, our data
contributes to the knowledge of genetic susceptibility totrigeminal neuralgia, which is very

Scarce.

Keywords: facial pain, trigeminal nerve, trigeminal neuralgia, genetic polymorphism,

catechol-o-methyltransferase, GTP cyclohydrolase 1
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1 INTRODUCAO

1.1 Neuralgia do Trigémeo

A Neuralgia do Trigémeo (NT) é uma condicdo de dor orofacial conhecida desde os
tempos antigos. As primeiras descricbes foram realizadas nos séculos Il e XI,
respectivamente por Aretaeus da Capadocia e o0 médico persa Ibn Sina (COLE et al.,
2005; KLEEF et al., 2009). O filésofo e medico inglés John Locke apresentou em 1677
uma série de cartas com descrigdes mais detalhadas do caso de NT da condessa de
Northumberland (PEARCE, 2003). A descricdo foi aperfeicoada em 1688 pelos
médicos Johannes Michel Fehr e Elias Schmidt, a partir do acompanhamento de um
paciente com sintomas de dor intensa na maxila, semelhante a choque elétrico, com
intensidade varidvel e comprometimento da alimentacdo e fonacdo (COLE et al., 2005;
PATEL,; LIU, 2016). O célebre termo “tic douloureux” foi cunhado em 1756, pelo
francés Nicholas Andre, devido aos caracteristicos espasmos e caretas que acompanham
dor intensa durante os episodios da NT (COLE et al., 2005). O médico inglés John
Fothergill apresentou uma definicdo mais precisa em 1773, em que a NT foi
caracterizada como uma dor intensa e insuportavel, com episodios de curta duracdo em
intervalos irregulares, desencadeada por estimulos como alimentacdo, fonacdo e leve
toque na face (COLE et al., 2005; PATEL,; LIU, 2016).

A definicdo atual da NT ¢ estabelecida pela International Headache Society (IHS), por
meio da International Classification of Headache Disorders 3rd Edition (ICHD-3rd).
Segundo essa classificacdo, a NT é caracterizada como um quadro de dor recorrente do
tipo choque elétrico, de inicio e término abruptos, desencadeada por estimulos indcuos e
gue acomete um ou mais ramos do nervo trigémeo (FIGURA 1) (IHS, 2018). Em alguns
casos, a NT também pode apresentar dor continua de intensidade moderada,
normalmente descrita como queimacdo ou formigamento, na area trigeminal acometida
pelos episddios de dor paroxistica (CRUCCU et al., 2016; DI STEFANO et al., 2018;
IHS, 2018).
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Figura 1: Area facial e intrabucal de inervacio do nervo trigémeo.
Fonte: Adaptado de CRUCCU et al.,2016.

Os episddios de dor normalmente apresentam duracdo de segundos, podendo chegar a
até 2 minutos (CRUCCU et al., 2016). Esses episodios dolorosos podem se repetir apos
um periodo refratario e o paciente pode apresentar multiplas crises de dor ao longo do
dia (MARRBJERG et al., 2017). As crises de dor podem ser desencadeadas por
estimulos indcuos como tocar a face, conversar, mastigar e escovar os dentes, devido a
estimulacdo das zonas gatilho localizadas na face e/ou cavidade bucal (MARRBJERG
et al., 2014b; DI STEFANO et al., 2018). E importante ressaltar que alguns pacientes
podem apresentar episodios de dor espontanea (MARRBJERG et al., 2014b). As zonas
gatilho sdo frequentemente encontradas na asa do nariz, labio superior, bochecha, labio
inferior, regido mentual e gengiva (DI STEFANO et al., 2018). Alguns pacientes
também podem apresentar sintomas autonémicos como lacrimejamento, ptose,
vermelhiddo na regido acometida e aumento da salivagdo (SIMMS; HONEY, 2011;
IHS, 2018). Outro aspecto importante é que diferentemente de outras condi¢fes de dor
neuropatica (DN), a NT pode apresentar periodos de remissdo completa da dor
(MARRBJERG et al., 2014a; ZAKRZEWSKA, LINSKEY, 2015).
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A epidemiologia da NT apresenta variabilidade de acordo com a populacdo estudada,
sendo observada incidéncia de 4,3 a 4,5 casos a cada 100.000 individuos para ambos 0s
sexos na populacdo norte-americana (KATUSIC et al., 1990; IBRAHIM, 2012),
enquanto, na populacdo européia, apresenta incidéncia de 12,7 a 27 casos a cada
100.000 habitantes (REDDY; VISWANATHAN, 2014). A estratificacdo por género
mostra a incidéncia de 5,9/100.000 em mulheres e 3,4/100.000 em homens (KATUSIC
et al., 1990), demonstrando que o sexo feminino é frequentemente mais acometido
(KATUSIC et al., 1990; IBRAHIM, 2012; DE TOLEDO et al., 2016). Comumente, a
NT manifesta-se em pacientes na faixa etaria dos 50 aos 70 anos de idade (IBRAHIM,
2012), apresentado aumento da incidéncia com o envelhecimento, sendo a ocorréncia de
17,5/100.000 entre os 60 e 69 anos de idade e de 25,6/100.000 acima dos 70 anos
(KATUSIC et al., 1991). A NT apresenta baixa incidéncia em pacientes com faixa
etaria inferior aos 40 anos (MONTANO et al., 2015). Clinicamente, a maioria dos casos
de NT tem apresentagdo unilateral, acometendo o lado direito e os ramos maxilares e/ou
mandibulares do nervo trigémeo (MARRBJERG et al., 2014b; DE TOLEDO et al.,
2016; DI STEFANO et al.,, 2018), sendo o ramo oftalmico raramente afetado
(MARRBJERG et al., 2014b).

Em relacdo a etiopatogenia, a NT é uma condi¢do complexa, devido ao envolvimento de
diversos mecanismos neurofisioldgicos. Esses mecanismos sdo relacionados a ativagédo
de receptores periféricos, transmissdo e projecao de informacGes nociceptivas, além da
interacdo de diversos neurotransmissores e neuromoduladores, que podem apresentar
uma funcdo essencial na percepcdo da dor (MONTANO et al., 2015). A maioria dos
casos de NT € atribuida a compressao da raiz do nervo trigémeo na regido préxima a sua
entrada na ponte (KES; MATOVINA, 2017). A compressdo vascular é responsavel por
80% a 90% dos casos de desenvolvimento da NT (AL-QULITI, 2015; ALSHUKRY et
al., 2017), e normalmente é provocada pela artéria cerebelar superior ou até mesmo
alguns de seus ramos (IBRAHIM, 2012). O consequente desenvolvimento de
desmielinizacdo focal de aferentes primarios na raiz trigeminal foi proposto como
mecanismo de desenvolvimento da NT. Essa regido apresenta menor resisténcia a
lesbes, devido a substituicdo das células de Schwann por oligodendrdcitos na deposicao
da bainha de mielina (CRUCCU, 2017). Além disso, os aferentes primarios da area
lesada seriam responsaveis pela geracéo de impulsos ectdpicos devido ao maior nivel de

excitabilidade neuronal (CRUCCU, 2017). Portanto, a lesdo trigeminal seria
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responsavel pelo desenvolvimento de mudancas fisioldgicas, resultando em neurénios
hiperexcitaveis e interligados funcionalmente. Assim, a descarga individual de qualquer
neurdnio poderia ser rapidamente expandida, provocando ativacdo de toda a populagdo
neuronal (SCRIVANI; MATHEWS; MACIEWICZ, 2005). Porém, esses mecanismos
relacionados a compressdo vascular, a desmielinizacdo e o desenvolvimento da NT
ainda ndo estdo completamente esclarecidos (KES; MATOVINA, 2017).

Em outros casos, a NT pode apresentar etiologia associada ao desenvolvimento da
Esclerose Multipla (EM) e de lesdes ocupantes de espago, como tumores epidermdides,
meningiomas, neuromas, malformacdes arteriovenosas e aneurismas (MARRBJERG et
al., 2017; ALSHUKRY et al., 2017). A EM ¢ caracterizada pela desmielinizacédo
inflamatoria e perda axonal no Sistema Nervoso Central (SNC) e os sintomas mais
comuns incluem deficiéncia visual, alteragdes sensoriais, fraqueza nos membros e dor
(SOLARO; UCCELLI, 2011). A NT apresenta incidéncia de 1,9% a 6,3% entre 0s
pacientes com EM, mas raramente € o primeiro sinal de manifestacdo dessa doenca
neurodegenerativa (SOLARO; UCCELLI, 2011; BURKHOLDER; KOEHLER; BOES,
2017). Em relacdo aos tumores, a maioria apresenta comportamento benigno e o
mecanismo de lesdo é relacionado a compressdo da raiz trigeminal, associado ao
desenvolvimento de desmielinizacdo em funcdo da localizacdo e do crescimento do
tumor (CRUCCU, 2017).

Atualmente, segundo a ICHD-3rd (2018), a NT é classificada de acordo com o0s
aspectos etiopatogénicos envolvidos, permitindo assim a divisdo entre NT classica,
secundaria e idiopatica (IHS, 2018). A NT classica tem como principal caracteristica a
identificacdo de alteracGes morfoldgicas na raiz trigeminal, desencadeadas pela
compressdo neurovascular, constatadas por meio da Ressonancia Magnética (RM) (IHS,
2018). Apenas a identificagdo do conflito neurovascular com a auséncia de alteracdes
morfolégicas ndo qualifica a NT como cléassica (Cruccu et al. 2016), pois alguns
individuos apresentam o conflito neurovascular, mas sdo assintomaticos (ANTONINI et
al., 2014). A NT secundaria € caracterizada pela presenca de uma doenga subjacente,
como a EM ou lesdes tumorais (IHS, 2018), que possam ser responsaveis pelo
desenvolvimento da neuralgia (CRUCCU et al., 2016). Por fim, a NT idiopatica €
caracterizada pela auséncia de alteracbes constatadas por testes eletrofisioldgicos e
exames de RM e é confirmada apos a investigacao e exclusdo dos fatores relacionados a

NT classica e secundaria (IHS, 2018). Essas classificacdes da NT também apresentam
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uma subclassificagdo que esta relacionada a dor paroxistica e/ou continua. Sendo assim,
0 paciente também pode ser classificado de acordo com a apresentacdo clinica da dor
(MARRBIJERG et al., 2014a; CRUCCU, 2017; IHS, 2018).

O diagnostico da NT é baseado na historia clinica, em associagdo com o0s exames de
imagem (ALSHUKRY et al., 2017; KES; MATOVINA, 2017). Assim, o histérico do
paciente é fundamental para o diagnostico adequado, pois ndo existem exames
diagnosticos completamente definitivos (MARRBJERG et al., 2017). A presenca de dor
facial unilateral, paroxistica e restrita ao territorio de inervacdo trigeminal deve ser
considerada para investigacdo aprofundada da possivel NT (CRUCCU, 2017). A partir
da suspeita inicial, o diagndstico clinico pode ser estabelecido segundo 0s seguintes
critérios da ICHD-3rd (2018), paroxismos recorrentes de dor facial unilateral em um ou
mais ramos do nervo trigémeo, episddios de curta duracdo, precipitados por estimulos
indcuos, dor do tipo choque elétrico, tiro e/ou facada e de intensidade severa (IHS,
2018). Alem disso, a avaliacdo clinica também deve permitir a reproducdo dos

paroxismos dolorosos por meio de estimulos em zonas gatilho (CRUCCU, 2017).

O uso dos exames de imagem de alta resolucdo apresenta grande importancia, pois
permite a investigacdo de doencas neuroldgicas como a EM, neoplasias e conflitos
neurovasculares (GRAFF-RADFORD et al., 2015; ALSHUKRY et al., 2017). A RM
apresenta sensibilidade na deteccdo desses processos patologicos que atravessam a base
do cranio (CRUCCU et al., 2016). O exame de RM também permite a identificacdo do
conflito neurovascular, e a possivel deformidade estrutural identificada pela formacéao
de concavidade, atrofia e achatamento na estrutura nervosa (PEKER et al., 2009;
ANTONINI et al., 2014; HUGHES et al., 2016).

A NT apresenta duas modalidades principais de tratamento, a farmacoldgica e a
cirurgica (AL-QULITI, 2015). Dentro dessas alternativas a terapia farmacoldgica €
indicada como primeira opgdo para controle da sintomatologia dolorosa, enquanto 0s
procedimentos cirurgicos sdao indicados apenas para casos refratarios e de intolerancia
aos efeitos adversos dos medicamentos (CRUCCU et al.,, 2008; MONTERO;
CARNERERO, 2016).

A Carbamazepina (CBZ) e a Oxcarbazepina (OXC) sdo os medicamentos de primeira
escolha para o tratamento da NT, principalmente devido a eficacia no controle da dor
(CRUCCU et al., 2008; DI STEFANO et al., 2014). Essas substancias apresentam o
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mesmo mecanismo de acdo que € o bloqueio dos canais de sédio dependentes de
voltagem (MARRBJERG et al., 2017). A CBZ deve ser iniciada com dosagens de 100 a
200mg duas vezes ao dia, sendo a titulacdo realizada gradativamente de acordo com o
alivio da dor e presenca de efeitos adversos, ndo devendo ultrapassar 1200mg/dia
(GRONSETH et al., 2008; AL-QULITI, 2015).

A OXC é um pro-farmaco da CBZ e ndo utiliza o sistema citocromo do figado
(ZAKRZEWSKA; MCMILLAN, 2011). O tratamento deve ser iniciado com dosagens
de 150mg duas vezes ao dia, sendo 1800mg a dosagem méxima diaria recomendada
(GRONSETH et al., 2008; AL-QULITI, 2015). Os efeitos adversos da CBZ e OXC
comumente observados sdo sonoléncia, desequilibrio postural, tontura, ndusea e visdo
turva, porém a OXC apresenta menor incidéncia desses efeitos, sendo mais tolerada
pelos pacientes (DI STEFANO et al., 2014; MENDLIK; URITSKY, 2015). E
importante ressaltar que o tratamento com a CBZ deve ser acompanhado por testes
hematoldgicos e de funcdo hepética, devido a possibilidade do desenvolvimento de
alteracbes como trombocitopenia, agranulocitose e anemia aplasica (MONTERO;
CARNERERO, 2015).

A Lamotrigina, outro anticonvulsivante, e o Baclofeno, um relaxante muscular séo
medicamentos que também podem ser utilizados no tratamento da NT
(ZAKRZEWSKA; MCMILLAN, 2011; AL-QULITI, 2015). Alguns pacientes podem
ser beneficiados com a associacdo desses medicamentos a CBZ ou OXC,
principalmente quando as altas dosagens dos bloqueadores dos canais de sodio
provocam efeitos adversos significativos (MARRBJERG et al., 2017). A Lamotrigina
pode ser iniciada com 25mg duas vezes ao dia, atingindo resultados satisfatdrios no
controle da dor com dosagens totais de 100 a 400mg ao dia (GRONSETH et al., 2008;
AL-QULITI, 2015). O Baclofeno pode apresentar resultados benéficos sobretudo em
pacientes com NT secundaria a EM (AL-QULITI, 2015). O tratamento deve ser iniciado
com dosagens de 10mg e o aumento gradativo pode atingir dosagens maximas de 40 a
80mg ao dia (GRONSETH et al., 2008; AL-QULITI, 2015). Outros medicamentos
como Fenitoina, Acido Valproico, Gabapentina, Pregabalina, Topiramato,
Levetiracetam e Clonazepam também podem ser utilizados no tratamento da NT, porém
ainda existem poucas evidéncias disponiveis na literatura sobre a efetividade
(MONTERO; CARNERERO, 2015; PATEL; LIU, 2016). No entanto, a Gabapentina e
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a Pregabalina podem ser utilizadas como bons adjuvantes aos medicamentos de
primeira linha no tratamento da NT (MONTERO; CARNERERO, 2015).

As alternativas cirdrgicas indicadas para o tratamento podem ser divididas de acordo
com as caracteristicas do procedimento (CRUCCU, 2017). Os pacientes jovens,
saudaveis e diagnosticados com a NT classica sdo bons candidatos para a cirurgia de
descompressdo, enquanto os procedimentos percutaneos sdao mais indicados para 0s
pacientes idosos ou com maiores riscos cirargicos (MONTERO; CARNERERO, 2016).
A radiocirurgia também pode ser considerada uma alternativa para os casos refratarios,
sendo também indicada para pacientes idosos e que apresentam contra indicacfes para
procedimentos invasivos (MARCHETTI et al., 2019).

A cirurgia de Descompressao Microvascular é indicada para os pacientes diagnosticados
com conflito neurovascular e refratarios aos tratamentos farmacoldgicos
(MARRBJERG et al., 2017). O procedimento é realizado sob anestesia geral, sendo
caracterizado pela craniotomia suboccipital, acesso a fossa posterior do cranio para
identificacdo do vaso e separacdo das estruturas por meio de tela de Teflon (AL-
QULITI, 2015; MONTERO; CARNERERO, 2016; MARRBJERG et al., 2017). Os
resultados poés-cirtrgicos sao satisfatérios e a taxa de controle inicial da dor apds o
procedimento € de 80,3% a 96% (BICK; ESKANDAR, 2017). O acompanhamento em
longo prazo mostra que o controle total da sintomatologia dolorosa pode ser observado
em 73% a 85% dos pacientes cinco anos ap6s a cirurgia (MARRBJERG et al., 2017,
BICK; ESKANDAR, 2017), enquanto 70% desses pacientes ainda apresentam alivio
completo até dez anos ap6s o procedimento (BICK; ESKANDAR, 2017). As
complicacBes mais observadas sdo o desenvolvimento de meningite asséptica, perda
auditiva e sensorial; porém, em alguns casos, também foram observados o

extravasamento de liquido cefalorraquidiano, infarto e hematoma (AL-QULITI, 2015).

Os procedimentos percutaneos, tais como Rizotomia por Radiofrequéncia, Rizotomia
com uso de Glicerol e Compressdao por Baldo, sdo normalmente indicados como
segunda escolha para o tratamento dos pacientes refratarios, mas também podem ser
indicados para 0s casos que ndo apresentam o conflito neurovascular, e para aqueles
individuos que apresentam contra indicagbes para a cirurgia de Descompressao
Microvascular (NOORANI et al., 2016; MARRBJERG et al., 2017). As técnicas

percutaneas apresentam contra indicacdo relativa para pacientes com historico de
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problemas cardiacos, devido a possibilidade de desenvolvimento de bradicardia grave
durante o procedimento (TAIl; NAYAR, 2019). O alivio da sintomatologia dolorosa é
obtido por meio da lesdo de fibras nervosas do trigémeo (CHENG et al., 2014).
Aproximadamente 70% a 80% dos pacientes apresentam resposta satisfatoria logo apos
0 procedimento, enquanto 55% a 65% apresentam controle da dor até cinco anos apos o
tratamento (TAIl; NAYAR, 2019). As Rizotomias e a Compressdo apresentam
diferencas em relag&o ao tipo de lesdo provocada e seletividade das divisdes trigeminais
durante o procedimento (CHENG et al., 2014; MONTERO; CARNERERO, 2016). De
modo geral as técnicas percutdneas sdo seguras e associadas a baixas taxas de
mortalidade (BENDER; BETTERGOWDA, 2016).

A Rizotomia por Radiofrequéncia é caracterizada pela termocoagulacdo do ganglio
trigeminal por meio de uma pungéo percutanea guiada por fluoroscopia (MONTERO;
CARNERERO, 2016). As lestes sdo produzidas ao maximo de 0,5 V, por 5 a 70 ciclos
por segundo, em temperatura de 55°C a 80°C durante o periodo de 30 segundos a 2
minutos (BENDER; BETTERGOWDA, 2016). Esse procedimento apresenta boa
efetividade no alivio inicial da dor, porém 25% dos casos apresentam recidiva apés seis
meses (MONTERO; CARNERERO, 2016). Os efeitos adversos mais observados foram

disestesia, reducdo do reflexo corneano e parestesia (NOORANI et al., 2016).

A Rizotomia com Glicerol pode ser realizada sob anestesia local ou geral, sendo a
técnica caracterizada pela insercdo de uma agulha no forame oval e aplicacdo de
0,25mL a 0,5mL de glicerol (BENDER; BETTERGOWDA, 2016; MONTERO;
CARNERERO, 2016). O alivio inicial da dor pode ser alcancado em 90% dos
pacientes, com a manutencdo do alivio em 78% a 88% e 53% a 54%, seis meses e trés
anos apés o tratamento, respectivamente (CHENG et al., 2014). Os efeitos adversos
mais observados foram redugéo do reflexo corneano, recorréncia de Herpes Simplex e
disestesia (NOORANI et al., 2016).

A Compressdo por Bal&o é realizada sob anestesia geral e a técnica é caracterizada pela
insercdo de um cateter no forame oval, um centimetro atrds do cavum de Meckel,
insulflamento do baldo com 0,7mL a 0,75mL de iohexol, e pressdo de 1000 a 1200
mm/Hg durante 2 a 3 minutos (BENDER; BETTERGOWDA, 2016; MONTERO;
CARNERERO, 2016). O alivio inicial da dor pode ser alcancado em até 94% dos

pacientes, com manutencao dos resultados em até 69% dos casos em trés anos apos 0
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tratamento (CHENG et al., 2014). Os efeitos adversos mais observados foram
disestesia, parestesia e dorméncia (NOORANI et al., 2016).

A Radiocirurgia Estereotaxica (Gamma Knife) tem o objetivo de lesar a estrutura da raiz
do nervo trigémeo por meio de feixes convergentes de radiacdo (MARRBJERG et al.,
2017). A técnica utiliza dosagens de 70 a 90 Gy, em um feixe direcionado a entrada da
raiz trigeminal, provocando degeneracdo axonal e necrose (AL-QULITI, 2015). O alivio
da dor se inicia duas semanas ap6s o procedimento, sendo observado alivio total em até
cinco meses (SPINA et al., 2017). A eficacia apresenta variagdo de 30% a 68% em até
dez anos poés tratamento (MARCHETTI et al., 2019). Os efeitos adversos mais
observados foram hipoestesia e disestesia (TULEASCA et al., 2018), enquanto outros
efeitos como anestesia dolorosa, perda auditiva e fraqueza mastigatéria apresentam
baixa frequéncia (MARCHETTI et al., 2019).

Além das técnicas cirdrgicas descritas acima, o uso de inje¢cdes de Toxina Botulinica do
tipo A (BTX-A), também pode ser uma alternativa para os casos refratarios aos
tratamentos convencionais (DI STEFANO; TRUINI, 2017). A sintomatologia dolorosa
pode ser reduzida em até 50%, doze semanas ap6s o tratamento, em associacao a terapia
farmacoldgica (BENDTSEN et al., 2019). Apo6s quatorze meses, o alivio completo da
dor pode ser observado em 25% dos pacientes (LI et al., 2014). Os efeitos adversos
mais relatados foram dor no local da aplicacdo, hematoma e assimetria facial (MENG et
al., 2018) e ndo foram registrados efeitos adversos graves ou reacdes sistémicas
(MORRA et al., 2016).

1.2 GENETICA E DOR

1.2.1 Genética e Dor

A percepcdo da dor é um processo complexo, influenciado por fatores bioldgicos,
psiquicos, ambientais e genéticos (DIATCHENKO et al., 2005). As DN, como a NT,
sdo dores cronicas, resultantes de lesdes ou doencas que afetam o sistema
somatossensorial (VELUCHAMY et al., 2018). Devido a hereditariedade relatada de
16% a 50%, as caracteristicas genéticas podem aumentar o risco de desenvolver dor
crénica (ZORINA-LICHENWALKER et al., 2016). Assim, a suscetibilidade genética,
em conjunto com fatores ambientais, sociodemograficos, psicoldgicos e clinicos
contribuem para o0 risco de desenvolvimento de condi¢cbes neuropaticas
(VELUCHAMY et al., 2018).
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Os polimorfismos genéticos de nucleotideo Unico (SNPs) sdo definidos por pequenas
variacfes na sequéncia de DNA, em que, um Unico nucleotideo como adenina (A),
citosina (C), guanina (G) ou timina (T) é alterado. Essas substitui¢bes podem ocorrer
em regides codificadoras (exons) ou ndo codificadoras (introns) (GRUBER et al.,
2014). Aproximadamente 90% desses SNPs sdo encontrados em introns ou regides
intergénicas, fora do segmento de codificacdo de proteinas. Os SNPs localizados em
exons podem levar & manutengdo ou a substituicio do aminoacido (ZORINA-
LICHENWALKER et al., 2016). As alteracdes em regides intronicas também podem
apresentar efeito funcional na expressdo génica, por influenciar fatores de transcri¢éo ou
ligagdo a0 miRNA (GRUBER et al., 2014). Esses SNPs sdo a forma mais comum de
variacdo genética em humanos, sendo o nucleotideo menos comum encontrado em mais
de 1% da populacdo (MOONEY, 2005).

Um estudo recente foi realizado com objetivo de identificar quais fatores genéticos sdo
relevantes para o desenvolvimento e manutencdo de dor crbnica em humanos,
representando uma grande contribuigdo para o conhecimento e desenvolvimento de
novos estudos (ZORINA-LICHENWALKER et al.,, 2016). Os SNPs sdo alvos da
grande maioria dos estudos de associacdo genética em humanos e, normalmente,
apresentam efeito de modulacédo a suscetibilidade ao desenvolvimento de dor cronica,
ou seja, o alelo polimérfico pode aumentar ou diminuir essa suscetibilidade (ZORINA-
LICHENWALKER et al., 2016). As condic¢des dolorosas com maior nimero de estudos
de associacdo genética publicados na literatura sdo a cefaleia migréanea, disfuncéo
temporomandibular (DTM) e a fibromialgia, enquanto a NT apresentou apenas um
estudo em uma ampla revisao de literatura (FIGURA 2) (ZORINA-LICHENWALKER
et al.,, 2016). Em nossa busca bibliografica, foram encontrados trés trabalhos
relacionados a SNPs e NT (HUANG et al., 2005; CUI et al., 2014; COSTA et al.,
2018).
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Estudos de associacdo genética e condi¢6es dolorosas

m Cefaleia Migranea - 194

mDTM - 36

= Fibromialgia - 29

® Dor Lombar - 20

m Dor Visceral - 11

m Dor no Cancer - 11
Dor péds operatoria - 9
Dor Cronica induzida por estresse - 7
Dor Neuropatica Diabética - 2
Neuralgia Trigeminal - 1

Figura 2: Numero de estudos de associacdo genética e condi¢fes dolorosas.
Fonte: Adaptado de ZORINA-LICHENWALKER et al., 2016.

1.2.2 Genetica e Neuralgia do Trigémeo

A genética pode apresentar um papel importante no desenvolvimento da NT
(PANCHAGNULA et al., 2019), sendo que o primeiro relato da NT familiar foi
publicado no inicio do século XX (FERNANDEZ-RODRIGUEZ et al., 2019). Ao
longo dos anos, outros estudos também identificaram o carater familiar da doenca e
relataram que individuos com diferentes graus de parentesco apresentaram NT
(HERZBERG, 1980; BRAGA et al., 1986; GUPTA et al., 2002; SAVICA et al., 2007;
EL OTMANI et al., 2008; FERNANDEZ-RODRIGUEZ et al., 2019). Algumas
hipoteses para o padrdo familiar foram relacionadas as alteracdes em base do crénio,
que poderiam favorecer o desenvolvimento da compressdo neurovascular
(FERNANDEZ-RODRIGUEZ et al., 2019), enquanto outros estudos sugerem um
padrdo de heranca autossomica dominante ou recessiva (HERZBERG, 1980; EL
OTMANI et al., 2008; CERVERA-MARTINEZ et al., 2018) e o envolvimento de
alteracOes na codificacdo dos canais de calcio (SAVICA et al., 2007).

Apesar dessas evidéncias, poucas pesquisas foram direcionadas para a investigacao da
contribuicdo dos mecanismos genéticos na fisiopatologia da NT. Um estudo relatou a
identificacdo do aumento da excitabilidade neuronal devido a mutacéo do canal de sédio
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Navl.6 (TANAKA et al., 2016), enquanto outras duas pesquisas relataram associacfes
significativas entre SNPs e o desenvolvimento da NT (HUANG et al., 2005; CUI et al.,
2014). Os SNPs rs2234693 e rs9340799 do gene codificador do receptor de estrogeno
alfa (ESR1) foram associados ao aumento do risco de desenvolvimento da NT em
mulheres (HUANG et al., 2005), enquanto os pacientes com gendtipo curto/curto e a
presenca de alelo curto para 0 SNP 5-HTTLPR do gene codificador do transportador de
serotonina (5-HTT) apresentaram maior risco de desenvolvimento da NT, maior

intensidade da dor e pior resposta ao tratamento com a CBZ (CUI et al., 2014).

O estudo transversal do tipo caso-controle realizado previamente pelo nosso grupo, do
qual este trabalho é um desdobramento, investigou as caracteristicas clinicas e a
possivel associa¢do dos SNPs rs6746039 do gene codificador do canal de sddio Navl.7
(SCN9A), rs6334 do gene codificador do receptor TrkA do fator de crescimento nervoso
(NTRK1), rs303810 do gene codificador do canal de sodio Nav1.6 (SCN8A) e rs6265 do
gene codificador do fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF) e o diagnéstico da
NT e a variacdo da intensidade da dor em uma amostra da populagéo brasileira (COSTA
et al., 2018; COSTA, 2019). Os dados clinicos e sociodemograficos do trabalho anterior
serdo descritos a seguir, uma vez que a amostra de pacientes foi a mesma para o
presente trabalho e essas informacfes sdo relevantes para a contextualizacdo dos
resultados aqui apresentados. Conforme evidenciado na TABELA 1, ndo foram
observadas diferencas significativas entre pacientes e controles no que diz respeito a
idade, sexo, comorbidades, medicacOes, atividade fisica e tabagismo. Os resultados
clinicos dos pacientes diagnosticados com NT corroboraram outros estudos publicados
anteriormente. Observamos idade média de 63,7+12.1 anos, sendo 56,2% dos pacientes
do sexo feminino. O lado direito foi acometido em 66,7% dos pacientes e 45,8%
apresentaram acometimento dos ramos maxilar e mandibular (V2 e V3). A maioria
(83,3%) caracterizou a intensidade da dor como intensa e 54,2% dos pacientes
utilizavam a CBZ como tratamento farmacolégico (COSTA et al., 2018; COSTA,
2019). Em relagdo aos SNPs, ndo foram encontradas associagdes significativas entre o
rs6746039 (SCN9A), rs6334 (NTRK1), rs303810 (SCN8A) e rs6265 (BDNF) com o
diagnostico e aumento da intensidade da dor (COSTA et al, 2018; COSTA, 2019).
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TABELA 1: Caracteristicas sociodemograficas dos participantes do estudo.

Variaveis Controles (n=48) Pacientes (n=48) p-valor
Idade (anos) 62,1412, 71 63,7+12,11 0,5143
Sexo (H/M) 21/27 (43,8/56,2%)2  21/27 (43,8/56,2%)>  1,0*

Comorbidades (Sim/N4o) 30/18 (62,5/37,5%)>  34/14(70,8/29,2%)>  0,386*
Hipertens&o (Sim/Né&o) 26/22 (54,2/45,8%)>  26/22 (54,2/45,8%)> 1,04

Diabetes (Sim/N3o) 7/41 (14,6/85,4%)> 642 (12,5/87,5%)> 0,765
Hipercolesterolemia (Sim/N&o) 3/45 (6,2/93,8%)? 5/43 (10,4/89,6%)> 0,714°
Uso de medicamentos (Sim/Néo) 31/17 (64,6/35,4%)>  34/14(70,8/29,2%)>  0,513*
Atividade Fisica (Sim/N4o) 24/24 (50/50%)? 19/29 (39,6/60,4%)>  0,305*
Tabagismo (Sim/N&o) 7/41 (14,6/85,4%)?  8/40 (16,7/83,3%)2  0,779"

Dados apresentados em média e desvio padrdo!; Valores absolutos e porcentagem2. Teste T3; Qui-
quadrado*; Teste exato de Fisher®; H, homem; M, mulher. Fonte: COSTA, 2019

Dando continuidade aos trabalhos de associacdo genética em NT, o presente estudo
avaliou SNPs de duas moléculas relevantes no contexto da dor crénica e DN: a Catecol-
o-metiltransferase (COMT) e Guanosina Trifosfato Ciclohidrolase (GCH1).

1.2.3 Catecol-o-metiltransferase

O gene da COMT esté localizado no cromossomo 22q11.1 — q11.2 (GROSSMAN;
EMANUEL; BUDARF, 1992; CHEN et al., 2004), sendo responsavel pela codificacao
de duas isoformas da enzima COMT, a COMT ligada a membrana (MB-COMT) e a
COMT soldvel (S-COMT) (TAMMIMAKI; MANNISTO, 2012). A COMT é uma
enzima fisiologicamente importante para o metabolismo de neurotransmissores, sendo
responsavel pela degradacdo de catecolaminas como noradrenalina, adrenalina e
dopamina (GROSSMAN; EMANUEL; BUDARF 1992). Esses neurotransmissores
apresentam importancia para diversos processos fisiolégicos como humor, inflamacéo e
modulacdo da dor (ANDERSEN; SKORPEN, 2009; SMITH et al., 2014).

O gene da COMT apresenta diversos SNPs, sendo que os mais frequentes foram
investigados em relacdo a percepcdo da dor em humanos (TAMMIMAKI,
MANNISTO, 2012; SMITH et al, 2014). O SNP rs4680, aqui estudado e
anteriormente relacionado ao aumento da suscetibilidade a dor poés-cirdrgica e
fibromialgia, a ansiedade e a depressdo (SMITH et al., 2014), esta localizado na regido
de codificagido da MB-COMT e S-COMT (TAMMIMAKI; MANNISTO, 2012). Esse

SNP ¢ caracterizado pela troca do nucleotideo G pelo A, resultando na substitui¢do do
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aminoacido valina (Val) pela metionina (Met) no codon 158 para MB-COMT e no
codon 108 para S-COMT (TAMMIMAKI; MANNISTO, 2012; HU et al., 2018). Essa
substituicdo estd associada a uma diferenca na termoestabilidade, levando a reducéo de
trés a quatro vezes na atividade enzimatica (COHEN et al., 2009). Os genotipos podem
ser caracterizados pela atividade da COMT, assim GG (Val/Val) apresenta alta
atividade enzimatica, GA (Val/Met) atividade enzimatica moderada e AA (Met/Met)
atividade enzimética reduzida (HU et al., 2018).

O mecanismo de acdo da COMT nas condi¢des dolorosas em humanos ainda ndo esta
completamente esclarecido, mas a investigacdo de seus SNPs apresenta potencial para
identificacdo de pacientes com maior suscetibilidade para desenvolvimento de dor (XU
et al.,, 2019). A diminuicdo da atividade da COMT foi associada ao aumento da
sensibilidade a dor em animais (DIATCHENKO et al., 2005). O mesmo modelo que
utiliza inibidores da enzima evidenciou aumento de hiperalgesia mecéanica e térmica,
que foi revertida apds terapia com o propanolol (antagonista ndo seletivo dos receptores
B-adrenérgicos) e medicamentos bloqueadores seletivos dos receptores B2 e B3
adrenérgicos, sugerindo que a hiperalgesia estaria relacionada a esses receptores
(NACLEY et al., 2007). Estudos clinicos em pacientes com fibromialgia e DTM
também demonstraram envolvimento de receptores B-adrenérgicos devido a melhora da
sintomatologia dolorosa a curto prazo ap6s uso do propanolol (LIGHT et al., 2008). A
atividade da COMT também parece apresentar alguma relacdo com sistema
opioidérgico. Um estudo demonstrou que 0s pacientes com genotipo AA apresentavam
maior sensibilidade a dor e maior densidade de receptores p-opidides no cérebro
(ZUBIETA et al., 2003). Os estudos clinicos em pacientes com cancer identificaram
que os individuos com gendtipo AA e com haplotipo contendo o alelo A do rs4680
necessitaram de menores dosagens de morfina para o alivio da dor, quando comparados
aos pacientes com outros genotipos (RAKVAG et al., 2005; REYES-GIBBY et al.,
2007; RAKVAG et al., 2008; LUCENTEFORTE et al., 2019). O mecanismo pelo qual
esse SNP pode explicar a variagdo nas dosagens de morfina é relacionado & ativacao
constante da via dopaminérgica, que seria responsavel pela diminuicdo dos niveis de
encefalinas (STEINER et al., 1998), consequentemente a reducdo desses niveis permite
uma regulacao positiva para os receptores p-opioides, mas sem alteracdo nos receptores
g-opioides (CHEN et al., 1993).
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A literatura mostra, em uma revisdo sistematica que o SNP rs4680 pode ser associado a
suscetibilidade ao desenvolvimento da fibromialgia e pior resposta ao questionario
Fibromyalgia Impact Questionnaire (FIQ) (LEE; KIM; SONG; 2015). Os estudos em
populacdes européias, como na populacdo espanhola, identificaram o genotipo AA mais
frequente em pacientes com fibromialgia, também sendo associado a valores elevados
do FIQ (GARCIA-FRUCTUOSO et al., 2006; VARGAS-ALARCON et al., 2007;
MARTINEZ-JAUAND et al., 2013) e alteragdes no sistema nervoso simpatico e
sistema imunoldgico humoral (FERNANDEZ-DE-LAS-PENAS et al., 2014). Em
pacientes suicos, o gendtipo AA também foi associado a sensibilizacdo central e maior
intensidade da dor (DESMEULES et al., 2014).

Do mesmo modo, foi observado, na populagéo turca e israelense, que 0s genotipos AA e
AG eram mais presentes em pacientes com fibromialgia quando comparados aos
controles (GURSQY et al., 2003; COHEN et al., 2009; INANIR et al., 2014), em
associacdo a menor limiar a dor (INANIR et al., 2014). Em pacientes brasileiros, o
genotipo AA foi mais frequente em individuos com fibromialgia, sendo associado ao
maior valor do FIQ e aumento da suscetibilidade ao desenvolvimento dessa condicgdo
dolorosa (MATSUDA et al., 2010; BARBOSA et al., 2012). Entretanto, outros estudos
realizados em pacientes turcos, mexicanos e canadenses ndo identificaram a associacao
significativa entre rs4680 e o diagndstico de fibromialgia (VARGAS-ALARCON et al.,
2007; TANDER et al., 2008; POTVIN et al., 2009).

Em pacientes com DTM, foi observada a presenca de um haplétipo da COMT com os
SNPs rs6269 / rs4633 / rs4818 / rs4680 e variacdo na atividade enzimatica. O hapl6tipo
LPS (G-C-G-G) foi associado a menor sensibilidade a dor, enquanto o APS (A-T-C-A)
e HPS (A-C-C-G) apresentaram maior sensibilidade. Portanto, foi identificado que a
taxa de incidéncia do desenvolvimento de DTM muscular foi mais que o dobro em
individuos com haplétipos APS e HPS, quando comparados aos que apresentavam pelo
menos um haplétipo LPS (DIATCHENKO et al., 2005). Em outros estudos, 0 rs4680
nédo foi relacionado como fator de risco para o desenvolvimento de DTM e dor aguda
pos extracdo de terceiro molar (MLADENOVIC et al., 2016).

Em relacdo a cefaleia migrénea, os estudos clinicos apresentam resultados controversos
sobre a associacao do rs4680 com a fisiopatologia da doenca. Uma revisdo sistematica

com metanalise ndo encontrou resultados significativos da associacdo do SNP com a
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cefaleia migranea nas populacdes européia e asiatica (LIAO et al., 2017), corroborando
resultados de revisdo realizada anteriormente (TAMMIMAKI; MANNISTO, 2012).
Entretanto, outra revisdo sistematica com metandlise encontrou resultados diferentes,
indicando que esse SNP pode diminuir o risco de cefaleia migranea em pacientes
caucasianos (CHEN et al., 2015). A cefaleia do tipo tensional também parece nédo
apresentar suscetibilidade associada ao rs4680 (FERNANDEZ-DE-LAS-PENAS et al.,
2011 e 2019; TAKIGAWA; KOWA; NAKASHIMA, 2017). Porém, pacientes com 0
gendtipo AA apresentaram maior sensibilidade a pressdo muscular, histérico mais longo
de cefaleia e maiores niveis de depressdo quando comparados aos individuos com
outros genétipos (FERNANDEZ-DE-LAS-PENAS et al., 2011 e 2019).

Os estudos relacionados a investigagdo do rs4680 em DN ndo encontraram associagdes
significativas desse SNP com o aumento da suscetibilidade ao desenvolvimento dessas
condi¢cdes (VELUCHAMY et al., 2018). Os estudos na populacdo espanhola nédo
encontraram associacdes significativas do SNP rs4680 e o aumento da suscetibilidade
ao desenvolvimento de dores neuropéaticas (ARMERO et al., 2005, FERNANDEZ-DE-
LAS-PENAS et al. 2013; FERNANDEZ-DE-LAS-PENAS et al., 2013), mas em alguns
pacientes, o gendtipo AA foi associado a presenca e ao aumento da intensidade da dor,
alétm de maior incapacidade (FERNANDEZ-DE-LAS-PENAS et al., 2013a;
FERNANDEZ-DE-LAS-PENAS et al., 2013b). Porém, vale ressaltar que foram
realizados poucos estudos, sendo esses sem distin¢do entre condi¢cdes neuropaticas com
etiologias diferentes, além de amostra reduzida da populagdo européia (VELUCHAMY
etal., 2018).

1.2.4 Guanosina Trifosfato Ciclohidrolase 1

O gene da GCH1 estad localizado no cromossomo 14qg22.1 — g22.2 (SEGAWA;
NOMURA; HAYASHI, 2013). A enzima GCH1 est4 relacionada a via de sintese da
tetrahidrobiopterina (BH4), cofator essencial para varias enzimas (ZHANG et al., 2007)
como fenilananina, tirosina e triptofano hidroxilases, com atividades relacionadas a
regulagdo da sintese de catecolaminas, serotonina e Oxido nitrico (THONY;
AUERBACH; BLAU, 2000; NASSER; M@LLER, 2014). A sintese da BH4 (FIGURA
3) tem inicio com acdo enzimatica da GCH1 na transformacdo da guanosina trifosfato
(GTP) em 7,8-dihidroneopterina-trifosfato, sendo esse composto convertido, em
sequéncia, pela acdo da enzima 6-piruvoitetrahidrobiopterina sintase (PTPS) em 6-

piruvolotetrahidrobiopterina. Em seguida, a enzima sepiapterina redutase (SR)
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transforma o 6-piruvolotetrahidrobiopterina em BH4 (NASSER; MOLLER, 2014).
Apo6s uma lesdo ou inflamacdo, a GCH1 é aumentada, provocando consequente
aumento da sintese de BH4 (NASSER; M@LLER, 2014). Em contrapartida, a
deficiéncia de BH4 provocada por mutacGes autossémicas recessivas pode ser associada
ao desenvolvimento de hiperfenilalaninemia, além de varias doencas neuroldgicas,
como a distonia responsiva a Dopa, Parkinson, Alzheimer, autismo e depresséo, devido
a disponibilidade restrita de cofatores (THONY; AUERBACH; BLAU, 2000).

BH4 production pathway

Guanosine
triphosphate

GTP
GCH1 - ( )

7,8-
.« dihydroneopterin-
PTPS :  triphosphate

6-pyruvoyl-
" Tetrahydropterin
A
Tetrahydrobiopterin
(BH4)

SPR

Figura 3: Via de sintese da BH4.
Fonte: Adaptado de LATREMOLIERE; COSTIGAN, 2017.

O gene GCH1 apresenta um hapl6tipo, conhecido como fator de protecdo a dor,
composto pelos SNPs rs10483639, rs3783641 e rs8007267. Esses SNPs estdo
localizados em regides ndo codificadoras, sendo a acdo mais provavel relacionada a
diminuicdo da transcricdo de GCH1 ou a estabilidade do RNA (LOTSCH et al., 2007).
Os SNPs da GCHL1 tem sido estudados em conjunto e foram associados a diminuicao da
producdo de BH4, apresentando relacdo com a reducdo da sensibilidade a dor e a
cronicidade (FIGURA 4) devido a diminuicdo da atividade enzimatica da GCH1
(TEGEDER et al., 2006). O SNP rs8007267, aqui estudado, esta localizado em uma
regido promotora putativa e é caracterizado pela troca do nucleotideo C por T
(ANTONIADES et al.,, 2008). Esse SNP, em conjunto com os outros SNPs, foi
associado aos escores mais baixos de dor apds cirurgia de discectomia lombar
(TEGEDER et al., 2006).
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Increased [BH4]
More pain

No increase [BH4]
Less pain

Figura 4: Relacdo da BH4 e dor.
Fonte: Adaptado de LATREMOLIERE; COSTIGAN, 2017.

Dois estudos investigaram os SNPs da GCH1 em fibromialgia, sendo que o rs8007267
ndo foi considerado fator de protecdo ou suscetibilidade ao desenvolvimento dessa
condigdo em coreanos ou espanhdis (KIM et al., 2013; ESTEVEZ-LOPEZ et al., 2018).
Outros estudos investigaram os SNPs da GCH1 em condi¢es de dor associadas ao
cancer, sendo que o haplétipo protetor da dor ndo foi associado a protecdo a dor pos-
operatoria em mulheres (HICKEY et al., 2011). Porém, o mesmo haplo6tipo foi
identificado como um fator de adiamento para o inicio do uso de opidides no alivio da
dor em pacientes caucasianos homozigotos quando comparados aos heterozigotos
(LOTSCH et al., 2010).

Poucos estudos investigaram a associacdo do hapldtipo protetor da dor com o
desenvolvimento de DN (VELUCHAMY et al., 2018). Em um trabalho, esse haplétipo
foi associado ao menor risco de desenvolvimento da dor em pacientes africanos com
neuropatia associada ao HIV (WADLEY et al., 2012). Entretanto, outros estudos
realizados em pacientes com dor pds-operatoria persistente, ndo encontraram associacao
significativa dos polimorfismos isolados e do haplétipo protetor da dor com a DN em
europeus (HEGARDY; SHORTEN, 2012; KALLIOMAKI et al., 2016).

Estudos experimentais observaram que a inibicdo da GCH1 em modelos de DN foi
capaz de reverter a hipersensibilidade mecénica e térmica, apresentando, efeitos anti
nociceptivos (TEGEDER et al., 2006). Em modelo de dor oncoldgica, a inibicdo da
GCH1 em conjunto com a administracdo de morfina foi associada ao aumento do efeito

analgésico (PICKERT et al., 2012), enquanto a inibicdo da GCH1 em modelo de dor
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inflamatdria tambem apresentou resultados positivos, com a diminuicdo da hiperalgesia
ao calor (TEGEDER et al., 2006).

O possivel mecanismo da GCH1 e BH4 no desenvolvimento da dor foi avaliado em
modelos animais e foi constatado que a sintese da BH4 foi maior em neurénios
sensoriais de ratos apds lesdo axonal e inflamacdo periférica. Esse aumento foi
importante no desenvolvimento da dor, pois a concentracdo de BH4 é essencial para
regulacdo da atividade das enzimas oxido nitrico sintase (NOS), tirosina-hidroxilase e
triptofano-hidroxilase, sendo a funcionalidade dessas enzimas associadas aos efeitos
algicos (TEGEDER et al., 2006). Esses efeitos seriam relacionados as catecolaminas,
serotonina e oOxido nitrico (NO) e suas funcBes nos complexos mecanismos de
sinalizacéo facilitadora e inibidora do sistema nociceptivo (NASSER; M@LLER, 2014).
Em funcdo desses achados, a GCH1 tornou-se um alvo promissor na pesquisa de
medicamentos para o tratamento da dor crdnica e neuropatica, principalmente devido ao
seu efeito na reducdo da sintese de BH4 (NAYLOR et al., 2010).
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2 JUSTIFICATIVA

Apesar da evolugdo no conhecimento referente a NT nas Ultimas décadas, a literatura
ainda apresenta lacunas que necessitam de esclarecimento, principalmente em aspectos
relacionados a fisiopatologia, etiologia, genética e tratamento (MARRBJERG et al.,
2017). Os estudos publicados sobre a NT familiar reforcam a possibilidade do
envolvimento de componentes genéticos no  desenvolvimento da NT
(PANCHAGNULA et al., 2019; FERNANDEZ-RODRIGUEZ et al., 2019), porém
poucos estudos foram realizados para investigar a contribuicdo dos SNPs nesse contexto
(HUANG et al., 2005; CUI et al., 2014; COSTA et al., 2018). A identificacdo de
contribuintes genéticos em condi¢bes de dor crénica apresenta-se fundamental para o
entendimento das diferengas individuais na percepcdo da dor e analgesia e pode
favorecer o desenvolvimento de novos alvos terapéuticos e formas de tratamento. Além
disso, a identificacdo de subpopulacBes de pacientes com susceptibilidade ao
desenvolvimento de determinada condicdo permitira uma conduta clinica
individualizada, o que contribui de maneira bastante relevante para a medicina
personalizada (DIATCHENKO et al., 2013).

Atualmente, a COMT ¢é um dos genes mais estudados nas areas de dor e genética devido
ao seu envolvimento nos mecanismos das vias de transmissdo (MELOTO et al., 2016).
A GCH1, por sua vez, tornou-se um alvo promissor na pesquisa de medicamentos
devido a sua relacdo com a diminuicdo da sintese de BH4 (NAYLOR et al., 2010), além
do seu papel protetor no desenvolvimento da dor (LOTSCH et al., 2007; WADLEY et
al., 2012).

Com base no exposto, portanto, o presente estudo visou investigar SNPs dos genes da
COMT e GCH1 em pacientes brasileiros com NT com o objetivo de contribuir para o
conhecimento sobre a influéncia desses SNPs no desenvolvimento e fisiopatologia da
NT.



37

3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral
e Auvaliar os polimorfismos dos genes codificadores da COMT e GCH1 em

pacientes com NT.

3.2 Objetivos Especificos
e Investigar, em individuos com NT, o polimorfismo rs4680 do gene COMT,
codificador da enzima COMT, associando-0 & presenca da NT e a intensidade da
dor em comparacao aos controles;
e Investigar, em individuos com NT, o polimorfismo rs8007267 do gene GCH1,
codificador da enzima GCHL1, associando-o a presenca da NT e a intensidade da

dor em comparacao aos controles.
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4 MATERIAIS E METODOS

Foi realizado um estudo transversal do tipo caso-controle, aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Minas Gerais (COEP - UFMG) sob o
parecer CAAE 42098115.7.1001.5149 (ANEXO 1). Todos os participantes do estudo
receberam um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (APENDICE 1)
com as informacdes sobre a pesquisa e autorizagdo para coleta de material bioldgico,
aplicagdo dos instrumentos e uso das informagdes para fins académicos. Todos os
procedimentos realizados durante o estudo estavam de acordo com as normas do COEP
- UFMG.

4.1 SELECAO AMOSTRAL

Foram recrutados 96 individuos, sendo 48 diagnosticados com NT e 48 controles no
Ambulatério de Dor Orofacial da Clinica da Dor do Hospital das Clinicas da UFMG, no
Hospital Felicio Rocho e no Ambulatério de Dor Orofacial e Disfuncao
Temporomandibular do Centro de Especializacdo e Treinamento da Odontologia
(CETRO) em Belo Horizonte/MG e no Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina
da Universidade de S&o Paulo (USP) em S&o Paulo/SP.

Os critérios de inclusdo adotados para o estudo foram: (1) diagnostico da NT segundo
as diretrizes estabelecidas pela ICHD-3 da IHS e (2) idade superior a 18 anos. Os
critérios de exclusdo foram: (1) incapacidade de realizar e/ou compreender algum
procedimento, (2) diagndstico de outra dor neuropatica e/ou doencas
neurodegenerativas (exemplo a esclerose multipla) e (3) uso de anti-inflamatérios até
quatro semanas antes do exame. Os controles selecionados apresentavam idade superior
a 18 anos, ndo possuiam diagnostico de NT ou os critérios de exclusdo. Todos 0s
controles do estudo foram pareados por idade e sexo. Os pacientes foram submetidos a
avaliacdo da dor por um avaliador previamente treinado, além da coleta de células do
raspado da mucosa jugal e sangue venoso para genotipagem, enquanto os controles

foram submetidos apenas a coleta de material bioldgico.

4.2 INSTRUMENTOS DE MEDIDA
4.2.1 Escala Visual Analdgica (EVA)
A Escala Visual Analdgica (EVA) é um instrumento unidimensional amplamente
utilizado na avaliagdo da intensidade da dor. A EVA é composta por uma linha

horizontal com 10 cm de comprimento, onde as extremidades apresentam os descritores
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“sem dor” (0) e “pior dor possivel” (10) (JANSEN et al., 1986; HAWKER et al.,
2011). A escala ndo apresenta nimeros e descritores verbais nas areas intermediarias
para evitar a escolha de um ndmero ou palavra por simples afinidade do paciente
(HAWKER et al., 2011). Durante a sua aplicacdo, o paciente é orientado a posicionar o
cursor na regido que representa a intensidade da dor percebida (JANSEN et al., 1986)
(FIGURA 5). A escala apresenta numeros e descritores na parte voltada para o
avaliador, assim o valor atribuido pelo paciente pode ser registrado durante a avaliagdo
(FIGURA 6).

I |
| |

Sem dor Dor
insuportavel

Figura 5: EVA — parte visualizada pelo paciente.

——t—
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
m dor Dor moderada Pior dor
possivel

Figura 6: EVA — parte visualizada pelo avaliador.

4.3 MATERIAL BIOLOGICO

4.3.1 Coleta de sangue

Os participantes foram submetidos a coleta de aproximadamente 13 mL de sangue
venoso da veia intermédia do cotovelo em dois tubos plasticos descartaveis a vacuo
(Vaccum I1), sendo um tubo com acido etilenodiaminotetracético (EDTA) e outro sem
aditivo. Apos a coleta, os tubos permaneceram em temperatura ambiente durante 30
minutos e, apoOs esse periodo, os tubos foram transportados para a geladeira do
laboratdrio a temperatura de 4°C. A primeira etapa de processamento do material foi a
centrifugacdo dos tubos a 2000 rpm durante 10 minutos em centrifuga refrigerada a 4°C
para obtencdo de soro, plasma e células. A segunda etapa do processamento foi
caracterizada pela separacdo do sobrenadante dos tubos (plasma no tubo com EDTA e
soro no tubo sem aditivo) e células dos dois tubos. Todos os materiais biologicos
coletados foram aliquotados, devidamente identificados em tubos eppendorf de 500ul e

congelados em freezer a -80°C até o processo de extragdo do DNA para genotipagem.
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4.3.2 Coleta de células

Os participantes foram submetidos a coleta de amostras de células do raspado da
mucosa jugal. A primeira etapa da coleta foi realizada com uma escova cervical
descartavel e estéril (Labor Import). A segunda etapa, realizada com objetivo de
estabilizar o DNA coletado até posterior processamento em laboratorio, foi a imerséo da
escova em tubo eppendorf de 1,5 mL contendo 500 pl de Tampé&o de Krebs com pH 7,4
(NaCl-3,62 g; KCI-0,15 g; MgS04-0,14 g; Hepes-2,97 g; Glicose-0,90 g; H20
deionizada 500 ml). Apds as duas etapas, as amostras foram armazenadas em freezer a -

80°C até o processo de extracdo do DNA para genotipagem.

4.4 BIOLOGIA MOLECULAR

4.4.1 Extragdo do DNA

A extracdo do DNA de células do sangue e do raspado da mucosa jugal seguiu o
protocolo descrito na literatura (BOOM et al., 1990), com algumas adaptacbes. A
primeira etapa foi o descongelamento das amostras, seguido da centrifugacéo a 11000
rpm por 5 minutos e descarte do sobrenadante. Em seguida, foram adicionados 450 pl
de solucdo de lise celular L6 [GUHCI-9,7 g; Tris HCI (0,1 M pH 6,4) 10 mL; EDTA
(0,2 M pH 8,0) 2,2 mL; TritonX-100 245 ul] e 20 ul de suspensdo de silica; seguido da
agitacdo em Vortex e incubacdo em banho seco durante 30 minutos & temperatura de
56°C. Apobs esse periodo, o material foi centrifugado por 1 minuto a 10000 rpm € o
sobrenadante foi descartado. Foram adicionados 450 ul de tampédo L2 [GuHCI-9,7 g;
Tris HCI (0,1 M pH 6,4) 10 mL] por 2 vezes, com posterior agitacdo no Vortex,
centrifugagéo e descarte do sobrenadante. Em seguida, foram realizadas duas lavagens
com etanol a 70%, seguido por agitacdo no Vortex, centrifugacdo e descarte do
sobrenadante. Uma lavagem com acetona, seguido por agitacdo no Vortex,
centrifugacdo e descarte do sobrenadante e manutencdo da silica em banho seco para
secagem durante 30 minutos. Posteriormente, foram adicionados 100 ul de tampé&o Tris-
EDTA (pH 8,0), sequido de agitacdo no Vortex e manutengdo do composto em banho
seco durante 12 horas a 56°C. Ap0s esse periodo, 0 composto foi submetido a agitacdo
no Vortex e centrifugacgdo, permitindo a obtencdo do sobrenadante com o DNA, que foi
transferido para um novo tubo eppendorf. A amostra DNA foi quantificada em
espectrofotdbmetro Denovix DS11, seguido do armazenamento em freezer a -20°C até a

realizacdo da genotipagem.
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4.4.2 Genotipagem por PCR em tempo real

A genotipagem por Reacdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real (RT-PCR) é
fundamentada na amplificacéo in vitro de areas de interesse do DNA, com a utilizagdo
de iniciadores especificos baseados nas sequéncias correspondentes aos polimorfismos
avaliados. O processo de genotipagem deste estudo foi baseado no sistema TagMan de
deteccdo que utiliza sondas especificas para os polimorfismos marcadas por
fluorocromos (VIC para um alelo e FAM para o outro alelo). Ha liberacdo da
fluorescéncia a partir do momento em que existe a ligacdo da sonda com os
nucleotideos da fita de DNA com posterior inicio da amplificacdo. A emissdo da
fluorescéncia é detectada pela maquina de RT-PCR e permite a avaliagdo do numero de
copias amplificadas e reconhecimento dos alelos presentes nas amostras estudadas e
controles positivos e negativos. Foram utilizadas sondas especificas para 0s genes e seus
polimorfismos: (1) COMT rs4680/Vall58Met (C__ 25746809 50 Assay ID, Thermo
Fisher Scientific/ Waltham, Massachusetts, USA) e (2) GCH1 rs8007267
(C__1545138_10_Assay ID, Thermo Fisher Scientific/ Waltham, Massachusetts, USA).
Para a genotipagem, foi utilizado o termociclador C1000TM Thermal Cycler/CFX96
(Bio-Rad Laboratories, USA). A reacdo foi realizada com volume final de 20 pl,
contendo 4 pl de DNA (50 ng), 10 pl de Genotyping Assay Master Mix (Thermo Fisher
Scientific/ Waltham, Massachusetts, USA), 0,5 pl de sonda TagMan e 5,5 ul de H.O
estéril. O protocolo adotado para amplificacdo foi de 10 minutos a 95°C e 40 ciclos de
15 segundos a 95°C por 10 minutos e 60°C por 1 minuto, de acordo com as instrucdes

do fabricante.

4.5 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos foram armazenados no programa Microsoft Excel e posteriormente
exportados para o IBM-SPSS — Statistical Editor de Dados V21 e Open Epi V3.01 (on-
line) para as andlises estatisticas. O equilibrio de Hardy-Weinberg foi avaliado para os
dois polimorfismos estudados. Foram utilizados os testes de Qui-quadrado (X?) e o
Teste Exato de Fisher para comparacdo de genotipos e frequéncias alélicas entre
pacientes e controles com significancia estatistica de 5% (p < 0,05).
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5 RESULTADOS

5.1 Identificagéo dos polimorfismos

5.1.1 Polimorfismo rs4680 do gene codificador da COMT

O polimorfismo rs4680 apresentou distribuicdo em equilibrio de Hardy-Weinberg. N&o
foram observadas diferencas estatisticamente significativas na distribuicdo genotipica
ou alélica na amostra estudada (TABELA 2).

TABELA 2: Genotipo e frequéncia alélica do polimorfismo rs4680 do gene codificador

da COMT em pacientes e controles.

o Controles Pacientes

SNP Variaveis p-valor

(n=48) (n=48)
rs4680 Gendtipo 1,0t

GG 19 (39,6%) 18 (37,5%)
AG 23 (47,9%) 23 (47,9%)
AA 6 (12,5%) 7 (14,6%)

Alelo 0,765*
G 61 (63,5%) 59 (61,5%)
A 35 (36,5%) 37 (38,5%)

1Qui-quadrado

5.1.2 Polimorfismo rs8007267 do gene codificador da GCH1
O polimorfismo rs8007267 apresentou distribuicdo em equilibrio de Hardy-Weinberg.
N&o foram observadas diferengas estatisticamente significativas na distribuicéo

genotipica ou alélica em pacientes e controles na amostra deste estudo (TABELA 3).
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TABELA 3: Gendtipo e frequéncia alélica do polimorfismo rs8007267 do gene
codificador da GCH1 em pacientes e controles.

o Controles Pacientes
SNP Variaveis p-valor
(n=48) (n=48)
rs8007267 Gendtipo 0,061*
cC 26 (54,2%) 33 (68,8%)
CT 22 (45,8%) 13 (27%)
TT 0 (0%) 2 (4,2%)
Alelo 0,3692
C 74 (77,1%) 79 (82,3%)
T 22 (22,9%) 17 (17,7%)

1Teste Exato de Fisher; 2Qui-quadrado

5.2 Associacao dos gendtipos e frequéncias alélicas com a intensidade da dor

5.2.1 Associacgdo dos gendtipos e frequéncias alélicas do polimorfismo rs4680 do
gene codificador da COMT com a intensidade da dor obtida pela EVA

As associacdes entre os gendtipos e frequéncias alélicas dos pacientes da amostra
estudada com os indices de dor obtidos pela EVA ndo apresentaram diferencas

estatisticamente significativas para o polimorfismo rs4680 (TABELA 4).

TABELA 4: Associagdo entre os gendtipos e frequéncias alélicas do polimorfismo

rs4680 do gene codificador da COMT com a intensidade da dor.

SNP Variaveis VA p-valor
Leve Moderada Grave
rs4680 Genotipo 0,275¢
GG 0 (0%) 4 (66,6%) 14 (35%)
AG 2 (100%) 1 (16,7%) 20 (50%)
AA 0 (0%) 1 (16,7%) 6 (15%)
Alelo
G 2 (50%) 9 (75%) 48 (60%) 0,548t
A 2 (50%) 3 (25%) 32 (40%)

1Teste Exato de Fisher
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5.2.2 Associacao dos genotipos e frequéncias alélicas do polimorfismo rs8007267 do
gene codificador da GCH1 com a intensidade da dor obtida pela EVA

As associacdes entre 0s gendtipos e frequéncias alélicas dos pacientes com os indices de
dor obtidos pela EVA néo apresentaram diferencas estatisticamente significativas para o
polimorfismo rs8007267 (TABELA 5).

TABELA 5: Associagdo entre os genotipos e frequéncias alélicas do polimorfismo
rs8007267 do gene codificador da GCH1 com a intensidade da dor.

SNP Variaveis VA p-valor
Leve Moderada Grave
rs8007267 Geno6tipo 1,0t
CC 2 (100%) 4 (67%) 27 (68%)
CT 0 (0%) 2 (33%) 11 (27%)
TT 0 (0%) 0 (0%) 2 (5%)
Alelo 1,0t
C 4 (100%) 10 (83%) 65 (81%)
T 0 (0%) 2 (17%) 15 (19%)

1Teste Exato de Fisher
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6 DISCUSSAO

Considerando a literatura atual, este trabalho é um dos Unicos a investigar fatores
genéticos na NT, sendo pioneiro no estudo dos SNPs rs4680 e rs8007267 dos genes
codificadores da COMT e GCHL1, respectivamente, em pacientes com NT. O objetivo
principal foi investigar a presenca dos SNPs mencionados em individuos com NT e
controles, com base na hipdtese de que a suscetibilidade ou a protegdo ao
desenvolvimento da NT poderia estar associada a presenca desses SNPs. O objetivo
secundario foi a investigacdo da relacdo dos SNPs rs4680 (COMT) e rs8007267
(GCH1) com a avaliacdo da dor em pacientes diagnosticados com NT. Na amostra
estudada, ndo foram encontradas associacdes entre as frequéncias genotipicas e alélicas
dos SNPs avaliados e o diagnostico de NT ou a variabilidade da intensidade de dor

experimentada pelos pacientes.

Conforme mencionado, estudo anteriormente realizado pelo nosso grupo avaliou outros
quatro SNPs: rs6746039 (SCN9A), rs6334 (NTRK1), rs303810 (SCN8A) e rs6265
(BDNF). Né&o foi encontrada associacdo significativa entre as frequéncias genotipicas e
alélicas dos SNPs estudados e o diagnostico da NT ou a intensidade da dor (COSTA et
al., 2018; COSTA, 2019). No presente trabalho, utilizamos a mesma amostra de
pacientes e controles para investigacdo dos SNPs rs4680 (COMT) e rs8007267 (GCH1).
Dessa forma, os dados sociodemograficos e clinicos sdo os previamente descritos e
publicados (COSTA et al., 2018). Vale ressaltar que esses dados demonstram a
homogeneidade da amostra, uma vez que ndo foram observadas diferencas
significativas entre grupos. Ainda, os resultados clinicos, assim como os dados
sociodemogréaficos encontrados na populacdo, corroboraram evidéncias descritas na
literatura no que diz respeito as caracteristicas dos pacientes diagnosticados com NT
(COSTA et al., 2018).

Este trabalho investigou os SNPs da COMT e GCH1 em funcdo das evidéncias
encontradas na literatura. A COMT é um dos genes mais pesquisados em estudos de dor
e genética devido ao seu envolvimento nas vias de transmissdo nociceptiva (MELOTO
et al., 2016). O SNP rs4680 estd associado a condi¢des de dor musculoesquelética
sisttmica e orofacial, aumentando a suscetibilidade ao desenvolvimento da dor e sua
intensidade (LEE; KIM; SONG, 2015). Por outro lado, a GCH1 representa alvo

promissor em pesquisas de novos medicamentos devido a sua relagdo com diminuigédo
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da sintese do BH4 (NAYLOR et al., 2010). O SNP rs8007267 faz parte do haplotipo
protetor da dor e as evidéncias demonstram sua acdo protetora no desenvolvimento de
dor cronica e no uso tardio de analgésicos (WADLEY et al., 2012; LOTSCH et al.,
2010).

Com relacéo ao polimorfismo rs4680 (COMT), a frequéncia do alelo polimorfico A foi
de 36,5% em pacientes e de 38,5% em controles, corroborando dados encontrados na
literatura em que foram identificadas variagcdes de 32,8% a 43% em pacientes espanhois
com cefaleia do tipo tensional e 39% em controles (FERNANDEZ-DE-LAS-PENAS et
al., 2019; REN et al., 2019).

Apesar da auséncia de associacao significativa entre a frequéncia genotipica e alélica do
SNP rs4680 com o diagnostico da NT em nossa amostra, existem evidéncias da
associacdo significativa desse polimorfismo com algumas condi¢des dolorosas, tais
como fibromialgia e DTM (LEE; KIM; SONG, 2015; DIATCHENKO et al., 2005). As
evidéncias encontradas na literatura consolidaram a associagdo do rs4680 com a
fibromialgia, relacionando-o ao aumento da suscetibilidade, intensidade da dor, pior
quadro clinico e alteragdes imunoldgicas (GARCIA-FRUCTUOSO et al., 2006;
VARGAS-ALARCON et al., 2007; MARTINEZ-JAUAND et al., 2013; DESMEULES
etal., 2014; MATSUDA et al., 2010; BARBOSA et al., 2012; FERNANDEZ-DE-LAS-
PENAS et al., 2014).

Por outro lado, as evidéncias encontradas para outras condi¢cBes dolorosas ndo sdo
conclusivas. Em relacdo a cefaleia migranea, alguns estudos ndo associam o SNP
rs4680 ao aumento da suscetibilidade, enquanto outro estudo relaciona a diminuicdo da
suscetibilidade ao desenvolvimento dessa condicéo (LIAO et al., 2017; TAMMIMAKI,
MANNISTO, 2012; CHEN et al., 2015). O SNP rs4680 n&o apresenta associacdo com o
aumento da suscetibilidade ao desenvolvimento da cefaleia do tipo tensional, porém os
pacientes com o gen6tipo homozigoto para o polimorfismo apresentaram variacdo na
manifestacdo clinica, com maior sensibilidade a pressdo muscular e maior tempo de
desenvolvimento da cefaleia (FERNANDEZ-DE-LAS-PENAS et al., 2011 e 2019).

Uma revisdo sistematica com metanalise ndo encontrou associagéo significativa do SNP
rs4680 com maior suscetibilidade ao desenvolvimento de condigbes neuropaticas
(VELUCHAMY et al., 2018). Um aspecto importante € que os estudos avaliaram

apenas amostras da populacdo europeia e com condi¢des neuropéticas e etiologias
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distintas (VELUCHAMY et al., 2018). Na populacdo espanhola, ndo foi encontrada
associacdo significativa do SNP rs4680 com o aumento da suscetibilidade ao
desenvolvimento de condi¢des neuropéaticas (ARMERO et al., 2005, FERNANDEZ-
DE-LAS-PENAS et al. 2013; FERNANDEZ-DE-LAS-PENAS et al. 2013), porém em
alguns pacientes, o genétipo AA foi associado ao maior grau de incapacidade e a
presenca da dor e ao aumento de sua intensidade (FERNANDEZ-DE-LAS-PENAS et
al. 2013a; FERNANDEZ-DE-LAS-PENAS et al. 2013b).

Portanto, a auséncia de associacdo significativa da frequéncia genotipica e alélica do
rs4680 na amostra de pacientes com NT deste estudo estd de acordo com as poucas
evidéncias da literatura que relatam auséncia de associacdo do SNP com a fisiopatologia
e diagnostico de diferentes condi¢des de DN (VELUCHAMY et al., 2018).

Outro aspecto observado na literatura é a associacdo do rs4680 com a maior intensidade
de dor em condigdes neuropéticas (FERNANDEZ-DE-LAS-PENAS et al. 2013a;
FERNANDEZ-DE-LAS-PENAS et al. 2013b), aspecto que n&o foi observado na nossa
amostra, j& que a maioria dos pacientes apresentou dor intensa. Essa auséncia de relacdo
com o aumento da intensidade da dor pode ser justificada pela propria caracteristica
clinica da NT, sempre apresentada com dor muito intensa desde as suas primeiras
descricdes por John Fothergill (COLE et al., 2005; PATEL,; LIU, 2016).

Alguns outros SNPs da COMT foram considerados fatores de risco para o
desenvolvimento de condices dolorosas. Os SNPs rs165774, rs165656, rs4646310 e
rs4818 foram associados & suscetibilidade ao desenvolvimento de DTM
(MLADENOVIC et al., 2016; MICHELOTTI et al., 2014; BRANCHER et al., 2019).
O rs6269, por sua vez, foi associado a dor aguda pés extracdo de terceiro molar
(MLADENOVIC et al., 2016). Esses achados podem auxiliar no direcionamento de
novas pesquisas sobre o papel da COMT e seu gene em outras condi¢des dolorosas,

inclusive a NT.

Com relagdo ao SNP rs8007267 (GCHL1), a frequéncia do alelo polimoérfico T foi de
17% em pacientes e 22% em controles, o que esta de acordo com as frequéncias alélicas
encontradas na literatura de 20-22% em pacientes japoneses com depressdo e 23% em
controles (KISHI et al., 2012).
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Com relacdo ao polimorfismo da GCH1 aqui estudado, poucos trabalhos o estudaram de
maneira isolada ou avaliaram sua associacdo a suscetibilidade e/ou protecdo em
condicOes dolorosas. As evidéncias sdo escassas e conflitantes, portanto, a auséncia de
associacdo significativa entre a frequéncia genotipica e alélica do SNP rs8007267 com o
diagnostico da NT em nossa amostra € relevante e contribui para o conhecimento atual

sobre o papel da GCHL1 e de seus polimorfismos em condic¢des dolorosas.

Algumas evidéncias ndo associam o SNP rs8007267 a suscetibilidade ou protecdo a
fibromialgia (KIM et al., 2013; ESTEVEZ-LOPEZ et al., 2018). Alguns outros SNPs
do GCH1 como rs3783641, rs841, rs752688 e rs4411417 foram considerados fatores de
protecdo a suscetibilidade a fibromialgia e a dor na populacédo sul coreana (KIM et al.,
2013). Entretanto, 0 SNP rs841 apresentou associacdo com a suscetibilidade a essa
condicdo dolorosa na populagdo espanhola (ESTEVEZ-LOPEZ et al., 2018). Podemos
observar, portanto, que os estudos dos SNPs da GCH1 em associacgdo com a
fibromialgia apresentam contradicdes, o que reforca a necessidade de novas
investigacOes em outras populagdes. Ainda ndo existem estudos publicados sobre a
relagdo dos SNPs da GCH1 e condi¢des dolorosas orofaciais como DTM, cefaleia

migranea e cefaleia do tipo tensional.

A literatura ainda ndo apresenta uma definicdo estabelecida sobre a associa¢do do SNPs
da GCH1 e condicdes de dor neuropéatica. Uma revisdo sistematica sobre o tema néo
conseguiu realizar a metanalise devido ao pequeno nimero de trabalhos disponiveis
(VELUCHAMY et al., 2018). A avaliagdo individual desses estudos mostra que um
hapl6tipo que apresenta o rs8007267 foi associado ao menor risco de desenvolvimento
de DN em pacientes africanos com neuropatia associada ao HIV (WADLEY et al.,
2012). Entretanto, outro estudo ndo encontrou associacdo desse haplétipo e dos SNPs
com o desenvolvimento da DN em suecos submetidos & cirurgia de herniotomia na
virilha (KALLIOMAKI et al., 2016). Em um trabalho o alelo C foi significativamente
mais associado a dor persistente po6s cirurgia lombar em pacientes irlandeses
(HEGARTY; SHORTEN, 2012). Como demonstrados, os resultados encontrados ainda
sdo preliminares, reforcando a necessidade de novos estudos para avaliagdo dos SNPs
da GCHL1 e a suscetibilidade a condi¢des neuropaticas, 0 que demonstra a relevancia da
presente investigacdo, sobretudo no contexto da NT e de sua fisiopatologia. Ainda, 0
esclarecimento dos mecanismos que o0 haplétipo protetor da dor e seus SNPs

apresentam em relacdo a diminuicdo da atividade enzimatica (TEGEDER et al., 2006)
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pode auxiliar no direcionamento de novos estudos de associacdo genética em diversas

condicGes dolorosas, aléem da NT.
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7 CONCLUSAO

Apesar da auséncia de associagdo significativa entre os SNPs rs4680 (COMT) e
rs8007267 (GCH1) e o diagndstico de NT ou a intensidade da dor, os resultados
encontrados neste trabalho sdo relevantes devido a escassez de pesquisas em genetica e
NT. Os achados podem auxiliar no direcionamento de novas investigacdes na populacéo
brasileira, assim como em outras populacfes, para melhor compreensdo da influéncia
genética na suscetibilidade ao desenvolvimento da NT. Ainda, é importante ressaltar
que ndo se pode descartar a possibilidade de envolvimento da COMT e da GCHL1 na
suscetibilidade a NT. Sendo assim, estudos futuros com amostras populacionais
distintas, avaliacdo de outros SNPs da COMT e GCHL1 e de fatores epigenéticos séo

necessarios e podem contribuir para a compreensdo da patogénese da NT.
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ANEXOS
ANEXO 01 — Parecer do COEP/UFMG

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: DORES OROFACIAIS: CORRELAGAO ENTRE DOR, DOSAGEM
SERICA DE MEDIADORES INFLAMATORIOS E FATORES NEUROTROFICOS E
POLIMORFISMOS DE GENES CODIFICADORES DE MEDIADORES INFLAMATORIOS,
FATORES NEUROTROFICOS E RECEPTORES, MOLECULAS DAS VIAS ADRENERGICA E
SEROTONINERGICA, CANAIS IONICOS.

Pesquisador: Camila Megale de Almeida Leite

Area Tematica: Genética Humana: (Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que néo
necessita de analise por parte da CONEP;)

Verséao: 3
CAAE: 42098115.7.1001.5149
Instituicdo Proponente: UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

Patrocinador Principal: MINISTERIO DA EDUCACAO / FINANCIAMENTO PROPRIO /
MINISTERIO DA CIENCIA, TECNOLOGIA E INOVACAO

DADOS DO PARECER
Numero do Parecer: 3.006.624
Apresentacéo do Projeto:

Conforme pareceres 1.033.572 e 1.829.504 (E1) Trata-se de estudo transversal do tipo caso-controle.
Locais de recrutamento e realizagdo dos procedimentos: - Ambulatério de Dor Orofacial e Disfuncéao
Temporomandibular do Centro de Especializagdo e Treinamento da Odontologia (CETRO) - Ambulatério
de Dor Orofacial da Clinica de Dor do Hospital das Clinicas da UFMG, em Belo Horizonte/MG. Segundo
0s pesquisadores, a dor orofacial refere-se & dor associada aos tecidos moles e mineralizados da cabega,
face pescogo e pode ser definida como disfuncdo e dor que afeta a transmissdo sensitiva e motora do
sistema nervoso trigeminal. De um modo geral, as dores orofaciais acometem de 12 a 22% da populagédo
mundial e sdo classificadas como dores somaticas ou neuropaticas. As dores neuropéticas estdo entre as
dores cronicas de maior intensidade, enquanto as dores somaticas de origem musculo-esqueléticas estdo
entre as mais prevalentes. A nevralgia do trigémeo (NT) é uma das dores neuropaticas mais comuns e
apresenta uma incidéncia de 4,3 casos para cada 100 mil habitantes, sendo que 45% dos pacientes relatam
dor na regido maxilar. Paralelamente a NT, as dores orofaciais de origem musculo-esquelética resultantes
de disfuncbes temporomandibulares (DTMs) estdo entre as dores sométicas mais frequentes. A
sensibilizacdo central tem um papel importante na fisiopatologia das dores crbnicas, como a NT e as
DTMs. As alteracbes no processamento da dor no SNC podem estar associadas a alguns genes
especificos. A manifestagdo da dor em determinado momento é uma combinacdo de fatores endégenos e
exogenos. Tanto fatores genéticos quanto ambientais contribuem e interagem de maneira significativa
para gerar os complexos quadros de dor. Esses fatores, associados a biomarcadores para determinadas
condigdes dolorosas, poderiam ser extremamente benéficos na determinacdo das condutas terapéuticas
para prevenir ou reduzir a neuroplasticidade subjacente a dor cronica. Uma lacuna importante, segundo 0s
investigadores, a ser explorada é a presenca de caracteristicas hereditarias que tornam um individuo mais
susceptivel a desenvolver sensibilizagdo central, hipersensibilidade a dor e cronificagdo. Multiplos fatores
de risco genéticos contribuem para as variagdes individuais no estresse psicologico e na sensibilidade a
dor. As variagdes alélicas funcionais, comuns ou raras, medeiam a expressdo genética e ativam vias
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biologicas associadas que levam a manifestacdo de determinados endofendtipos. Assim, este trabalho visa
avaliar a associacdo entre sinais e sintomas da NT e de DTMs a niveis séricos de mediadores
inflamatoérios e fatores neurotréficos e a polimorfismos de importantes das vias adrenérgica e
serotoninérgica, canais idnicos, estrogeno e seus receptores em amostra de populacdo brasileira. Os
pacientes serdo submetidos a entrevistas, questionarios e procedimentos incluindo os seguintes: -
Questionario Douleur Neuropathique 4 (DN4) para diferenciar a dor neuropatica da dor nociceptiva,
RDC/TMD (Critérios de Diagnéstico para Pesquisa das Desordens Temporomandibulares), Questionario
de McGill para avaliar as dimensdes sensorial, afetiva e quantitativa da dor, Questionario de qualidade de
vida Oral Health Impact Profile (OHIP) 49, indice de disfungéo clinica craniomandibular (IDCCM —
indice de Helkimo e indice de Limitagdo Funcional Mandibular versio reduzida (MFIQ —r) que
classificam a severidade dos sinais e sintomas de DTM, Escala de Incapacidade de Dor Orofacial de
Manchester que avalia o impacto das condicBes dolorosas orofasciais e a Escala Visual Analégica (EVA)
para aferir a intensidade da dor. Todos os instrumentos estdo validados para a lingua portuguesa. - Coleta
de Sangue periférico para mensuracao das concentra¢fes dos marcadores inflamatérios no soro por ensaio
imunoenzimatico (mediadores inflamatorios e de fatores neurotréficos). - Coleta de amostras de raspado
da mucosa jugal dos pacientes serdo coletadas com espatula plastica estéril e armazenadas em solugdo
tampédo (Krebs), para extragdo de DNA. - Exame Fisico. Critérios de inclusdo: - Diagnéstico de uma das
seguintes doencas: neuralgia trigeminal ou DTM (articular ou muscular); idade entre 18 e 70 anos; TCLE.
Critérios de exclusdo: ser incapaz de compreender e/ou realizar algum procedimento; apresentar
diagnéstico de outra dor neuropética, doencas neurodegenerativas como esclerosegenes codificadores de
mediadores inflamatérios, fatores neurotréficos e seus receptores, moléculas maultipla, doenca
poliartritica, doencas musculares sistémicas ou tumores na regido de cabega e pesco¢o. Nimero total de
participantes proposto = 250 voluntarios distribuidos da seguinte forma: - Grupo Neuralgia trigeminal:
avaliacOes através de instrumentos de medida pertinentes, exame clinico, coleta de sangue e de raspado da
mucosa oral no momento das avaliacbes. N= 50 participantes; - Grupo DTM : avaliacbes pelos
instrumentos de medida pertinentes, exame clinico, coleta de sangue e de raspado da mucosa oral no
momento das avaliacBes. N = 100 participantes; - Grupo Controle: avaliagcGes pelos instrumentos de
medida pertinentes, exame clinico, coleta de sangue e de raspado da mucosa oral no momento das
avaliacBes. N = 100 participantes. Inicio : 2015. Término: 2017 (nova proposta de término em 2020).

Obijetivo da Pesquisa:

Hipotese: A presenca de diagndstico de neuralgia trigeminal ou de disfungdo temporomandibular, assim
com seus sinais e sintomas, estdo associados a diferengas em relagdo a controles em dosagens séricas de
mediadores inflamatorios e fatores neurotréficos e em polimorfismos de genes codificadores de citocinas,
fatores neurotréficos e receptores, moléculas das vias adrenérgica e serotoninérgica, canais idnicos,
estrégeno e receptores em amostra de populagéo brasileira.

Objetivo Primario: Avaliar a associacdo entre diagnostico de neuralgia trigeminal ou disfuncéo
temporomandibular, assim como seus sinais e sintomas, a dosagens séricas de mediadores inflamatérios e
fatores neurotroficos e a polimorfismos de genes codificadores de mediadores inflamatorios, fatores
neurotréficos e seus receptores, moléculas importantes das vias adrenérgica e serotoninérgica, canais
ibnicos, estrogeno e seus receptores em amostra de populacao brasileira.

Objetivo Secundario: - Avaliar e diagnosticar pacientes com neuralgia trigeminal segundo critérios
diagnésticos da International Headache Society (IHS) e da International Association for the Stugy of Pain
(IASP), caracterizando a dor neuropatica através do questionario Douleur Neuropathique 4 (DN4);

- Avaliar e diagnosticar pacientes com DTM utilizando o protocolo de Critérios de Diagnéstico para
Pesquisa das Desordens Temporomandibulares (RDC/TMD);

- Auvaliar, em pacientes com neuralgia trigeminal ou DTM, a sintomatologia dolorosa, através dos
questionarios de McGill, Escala Visual Analdgica (EVA) e Escala de Incapacidade de Dor Orofacial de
Manchester;
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- Avaliar, em pacientes com neuralgia trigeminal ou DTM, a qualidade de vida através do questionario
Oral Health Impact Profile (OHIP) 49;

- Avaliar, nos pacientes com DTM, a severidade dos sinais clinicos e a funcionalidade mandibular através
doS indice de Disfuncdo Clinica Craniomandibular e indice de Limitagdo Funcional Mandibular (versdo
reduzida);

- Analisar, nos dois grupos de pacientes, a dosagem sérica de mediadores inflamatorios e de fatores
neurotroficos;

- Analisar, nos dois grupos de pacientes, as principais fontes produtoras de mediadores inflamatorios
dentre as populagdes de células mononucleares do sangue periférico;

- Analisar, nos dois grupos de pacientes, polimorfismos de genes codificadores de citocinas, fatores
neurotréficos e receptores, moléculas das vias adrenérgica e serotoninérgica, canais idnicos, estrogeno e
receptores;

- Correlacionar as dosagens séricas e os polimorfismos a presenca das doengas, aos sinais e sintomas
clinicos detectados e a qualidade de vida dos pacientes com neuralgia trigeminal ou DTM.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:
De acordo com os autores:

Riscos: Os riscos referem-se apenas a coleta de sangue, ja que o procedimento clinico para coleta de
DNA é ndo invasivo e consiste de raspado da mucosa jugal dos pacientes com uma espétula pléstica
estéril. Com relagdo a coleta de sangue, os riscos envolvem, principalmente, mal estar e ansiedade por
parte dos pacientes. Para evitar isso, a coleta de sangue serd realizada por técnica em enfermagem
experiente e com formacdo em coleta de sangue a véacuo, seguindo-se todas as normas de biosseguranca.
Caso ocorra alguma intercorréncia, sera acionado o0 servigo de emergéncia.

Beneficios: O estudo oferece beneficios em relacéo a identificacdo de mediadores quimicos e marcadores
genéticos que poderdo contribuir para o diagndstico, tratamento e prognostico da neuralgia trigeminal e
das DTMs. Além disso, contribuird para o entendimento de novos mecanismos das vias de dor com
possibilidades de descoberta de novos alvos terapéuticos com claras repercussdes para tratamento
personalizado da dor, diagndstico precoce e a prevencao da cronificacdo de condi¢des de dor aguda.

Comentarios e Consideracdes sobre a Pesquisa:

Pesquisa relevante na area de neurologia. O projeto estd bem descrito. Contém ampla revisao de literatura
e 0 método esta bem detalhado.

Ja houve uma emenda, com justificativa de inclusdo de instituicdo coparticipante (Faculdade de Medicina
da USP, por meio de seu Departamento de Neurologia), com objetivo ampliar a amostra de pacientes com
neuralgia trigeminal para que se atinja 0 nimero proposto (50), 0 que é essencial para obtencdo de
resultados satisfatérios e cientificamente relevantes.

Justificativa da atual emenda:

Parte do atual projeto sera realizada por um aluno de mestrado que ingressou em fev/2018. Sendo assim,
este projeto precisa ser prorrogado até margo de 2020 para contemplar a realizacdo de todas as etapas
durante o mestrado do referido aluno. As Unicas alteracGes feitas nesta emenda foram no cronograma de
execucao.

A emenda é exclusiva de seu Centro Coordenador, entdo as alteracdes realizadas em seu projeto, em
virtude da emenda, NAO sero replicadas nos Centros Participantes vinculados e nos Comités de Etica
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das Instituicdes Coparticipantes, quando da sua aprovacao.
Consideragdes sobre os Termos de apresentacado obrigatoria:
Documentos apresentados:

- Projeto de pesquisa detalhado

- TCLE, em formato de convite

- Folha de Rosto assinada pelo vice-diretor do ICB - UFMG

- Anuéncia do CETRO/ Odontologia - UFMG

- Anuéncia do HC/ Clinica de Dor - UFMG

- Parecer consubstanciado do departamento de Morfologia - ICB - UFMG
- Declaragdo da DEPE - Orgamento: financiamento proprio

- Cronograma

- Termos de compromisso dos pesquisadores

- Informac6es Baésicas do Projeto

- Parecer Consubstanciado do CEP

- Parecer consubstanciado CEP Emenda 1

- Declaragdo/anuéncia USP

Recomendagoes:

Recomenda-se, no TCLE: informar que o CEP deve ser contactado para dirimir ddvidas éticas, e ndo
quaisquer duvidas; substituir o termo "cépia"” por via; inserir campo de rubricas; numerar as paginas.

Conclustes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

Somos favoréveis pela aprovacdo da emenda ao projeto de pesquisa sob responsabilidade da pesquisadora
Camila Megale de Almeida Leite, intitulado: Dores orofaciais: correlacdo entre dor, dosagem serica de
mediadores inflamatérios e fatores neurotréficos e polimorfismos de genes codificadores de mediadores
inflamatorios, fatores neurotréficos e receptores, moléculas das vias adrenérgica e serotoninérgica, canais
ibnicos, estrogeno e receptores. Pela presente emenda, prorroga-se o cronograma de execucao da pesquisa
até marco de 2020.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Tendo em vista a legislacdo vigente (Resolucdo CNS 466/12), o CEP-UFMG recomenda aos
Pesquisadores: comunicar toda e qualquer alteracdo do projeto e do termo de consentimento via emenda
na Plataforma Brasil, informar imediatamente qualquer evento adverso ocorrido durante o
desenvolvimento da pesquisa (via documental encaminhada em papel), apresentar na forma de notificacao
relatorios parciais do andamento do mesmo a cada 06 (seis) meses e ao término da pesquisa encaminhar a
este Comité um sumario dos resultados do projeto (relatorio final).

Tipo Documento  [Arquivo Postagem Autor

Situacéo

InformagGes Basicas | PB_INFORMAGCOES_BASICAS_1239|  16/10/2018
do Projeto 72 8 E2.pdf 08:50:38

Aceito
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Justificativa de
Auséncia

Outros 420981157parece.pdf 22/11/2016 Eliane Cristinade| Aceito
11:33:01 Freitas Rocha
Outros 420981157emenda.pdf 22/11/2016 Eliane Cristinade|  Aceito
11:32:12 Freitas Rocha
Outros DeclaracaoUSP.pdf 25/10/2016 Camila Megale de|  Aceito
17:10:24 Almeida Leite
Outros Declaragdo HC DEPE proj DOF.pdf 24/02/2015 Aceito
09:26:27
Folha de Rosto Folha de Rosto projeto DOF DTM.pdf gglgg/ggﬁ Aceito
Projeto Detalhado / | Projeto.pdf 09/02/2015 Aceito
Brochura Investigador 14:48:49
Outros Autorizacdo CETRO.pdf 09/02/2015 Aceito
13:46:47
Outros Termo de compromisso - Renata.pdf 24/12/2014 Aceito
10:42:16
Outros Parecer2 - DOF.pdf 23/12/2014 Aceito
12:42:27
Outros Parecerl - DOF.pdf 23/12/2014 Aceito
12:41:43
Outros Termo de compromisso - Eduardo.pdf 23/12/2014 Aceito
12:37:50
Outros Termo de compromisso Grazielle.pdf 17/12/2014 Aceito
12:40:37
Outros Termo de compromisso - Roberta.pdf 17/12/2014 Aceito
12:39:31
Outros Termo de compromisso - Paula.pdf 17/12/2014 Aceito
12:38:05
Outros Termo de compromisso - Camila.pdf 17/12/2014 Aceito
12:37:35
Outros Autorizacdo HC.pdf 15/12/2014 Aceito
09:39:29
Outros Termo de compromisso - Roberto 15/12/2014 Aceito
Pedras.pdf 08:38:39
TCLE / Termos de TCLE Projeto DOF.pdf 10/12/2014 Aceito
Assentimento / 18:43:51

Situacdo do Parecer: Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP: Néo

BELO HORIZONTE, 07 de Novembro de 2018

Assinado por:

Eliane Cristina de Freitas Rocha (Coordenador(a)
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ABSTRACT

Subjects: Trigeminal neuralgia is a neuropathic pain characterized by episodes of
severe shock-like pain within the distribution of one or more divisions of the trigeminal
nerve. Pain can be influenced by ethnicity, environment, gender, emotion and
psychological traits, and genetics. Molecules Nav1.6 sodium channel, Brain-derived
Neurotrophic Factor, Catechol-O-methyltransferase and Guanosine Triphosphate
Cyclohydrolase 1 have been involved in mechanisms that underlie pain and
neurological conditions. Objective: The aim of this study was to investigate the
occurrence of genetic polymorphisms in Nav1.6 sodium channel (SCN8A /rs303810),
Brain-derived Neurotrophic Factor (BDNF/rs6265/Val66Met), Catechol-O-
methyltransferase (COMT/rs4680/VVal158Met), and Guanosine Triphosphate
Cyclohydrolase 1 (GCH1/rs8007267) genes in trigeminal neuralgia patients. Methods:
Ninety-six subjects were divided into two groups: 48 with trigeminal neuralgia
diagnosis and 48 controls. Pain was evaluated by visual analog scale and McGill Pain
Questionnaire. Genomic DNA was obtained from oral swabs and analyzed by real-time
polymerase chain reaction. Results: No association was observed among Nav1.6,
BDNF, COMT or GCHL1 polymorphisms and the presence of trigeminal neuralgia.
Genotype distribution and allele frequencies did not correlate to pain severity.
Conclusions: Although no association of evaluated polymorphisms and trigeminal
neuralgia or pain was observed, our data contributes to the knowledge of genetic
susceptibility to trigeminal neuralgia, which is very scarce. Further studies may focus
on other polymorphisms and mutations, as well as on epigenetics and transcriptional
regulation of these genes, in order to clarify or definitively exclude the role of Nav1.6,

BDNF, COMT or GCHL in trigeminal neuralgia susceptibility and pathophysiology.
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INTRODUCTION

Trigeminal neuralgia (TN) is a paroxistic neuropathic pain characterized by episodes of
severe shock-like pain within the distribution of one or more divisions of the V cranial
(trigeminal) nerve (1, 2). Its annual incidence is 3-5/100.000 (3) and women are mostly
committed (4). Clinical treatment includes anticonvulsivant drugs such as
carbamazepine or oxicarbazepine and surgical treatment is usually indicated for patients
with proven neurovascular compression or without satisfactory response to
pharmacotherapy (2, 5, 6).

Pain is described as "an unpleasant sensory and emotional experience associated with
actual or potential tissue damage, or described in terms of such damage™ (7). It can be
influenced by ethnicity, environment, gender, emotion, psychological traits, and genetic
features (8, 9). In the last years, a robust amount of evidence showed that genetics are
related to susceptibility to pain and to distinct thresholds to nociceptive stimulus (10,
11).

There are only a few studies on TN and genetic factors. In Chinese population, it has
been shown that a genetic polymorphism in the estrogen receptor alpha (ESR1) gene
leads to a greater risk of developing TN (12) and that a serotonin transporter gene
polymorphism is associated with susceptibility and pain in TN patients (13). More
recently, a gain-of-function mutation in Nav1.6 sodium channel has been identified in a
TN patient (14). Our group has investigated the occurrence of Nav1.7 sodium channel
and nerve growth factor receptor TrkA gene polymorphisms (SCN9A/rs6746030,

NTRK1/rs633, respectively) in trigeminal neuralgia patients. No association was
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observed between evaluated polymorphisms and TN (15), but distinct genetic
polymorphisms that may contribute to susceptibility to TN should be further studied.
Here, we investigated four single nucleotide polymorphisms (SNP) in TN patients:
Nav1.6 sodium channel (SCNB8A /rs303810), Brain-derived Neurotrophic Factor
(BDNF/rs6265/Val66Met), Catechol-O-methyltransferase (COMT/rs4680/Val158Met),
and Guanosine Triphosphate Cyclohydrolase 1 (GCH1/rs8007267).

Sodium channels are essential in transmission of nociceptive signals and alteration in
their expression can lead to neuropathic pain (16). Anesthesia and other drugs used in
treatment of neuropathic pain such as carbamazepine act through blockade of sodium
(6), which highlights their roles in nociception (16). Nav1.6 sodium channel is
expressed both in excitatory and inhibitory neurons (17), has been implicated in pain
(14, 18) and in ectopic discharge in many types of neurons, including the ones in
trigeminal ganglion (19, 20). Nav1.6 is encoded by gene SCN8A, which is located in
chromosome 12 (21), and mutations in this gene have been associated to some nervous
system disorders (22, 23). As mentioned, a gain-of-function mutation in SCN8A has
been identified in TN (14). The SNP rs303810 involves the replacement of an adenine
by a guanine in an intron region of SCN8A (21) and a greater frequency of polymorphic
G allele has been associated to bipolar disorder in Chinese population (23).

BDNF is the most abundant neurotrophic factor in peripheral and central nervous
system (24) and is implicated in nociceptive pathways and pain modulation (25).
Moreover, it is expressed in trigeminal neurons, where it contributes to their synapse
plasticity (26) and has an important role in migraine (27). BDNF gene is present in
chromosome 11 and SNP rs6265/VVal66Met leads to a Met substitution for Val at codon

66 (28) with reduced secretion of BDNF and altered BDNF signaling (29). This
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polymorphism is frequent in Caucasian population (30) and has been associated to
trigeminal pain (31).

COMT gene is located on chromosome 22 (32), and is present in several tissues such as
brain, kidney, liver and lungs (33). Its activity is characterized by the methylation of
catecholamines (34), such as dopamine, norepinephine and epinephrine, key mediators
in pain pathways (35, 36). Several polymorphisms were identified and SNP rs4680 is
characterized by replacement of Val for Met at codon 158, with decreased enzyme’s
thermal stability (37). Some studies show that reduced enzymatic activity may be
associated with increased pain intensity, sensitivity to pain (38, 39), and risk of
developing chronic pain (40). SNP rs4680 has been related to higher susceptibility to
fibromyalgia (38, 39), and temporomandibular disorder (41).

GCHL is responsible for catalyzing and limiting synthesis of tetrahydrobiopterin (BH4),
an essential cofactor for several enzymes. Therefore, bioavailability of BH4 modulates
production of catecholamines and nitric oxide (42, 43) and greater BH4 synthesis is
associated with increased pain sensitivity (44). The GCHL1 gene is located on
chromosome 14 (45) and some polymorphisms have been related to its decreased
function (44, 46). A haplotype of three polymorphisms, including rs8007267, that leads
to the replacement of cytosine for thymine (47, 48), is associated to lower BH4
concentration and pain protection against susceptibility and pain sensitivity in
fibromyalgia (49) and postoperative pain (50).

Based on the fact that sodium channels, BDNF, COMT and GCHL1 play important roles
in pain signaling and polymorphisms can influence nociception in a variety of pain
conditions, we aimed to investigate the association between SNPs in Nav1.6 sodium ion
channel (SCN8A), BDNF, COMT and GCHL1 genes and TN in a sample of Brazilian

individuals.
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MATERIALS AND METHODS

Subjects

Nine six subjects of both sexes were included in this study and divided into two groups:
48 diagnosed with TN and 48 age-matched controls. Subjects were recruited from Pain
Specialty Centers or community in southeastern region of Brazil (Belo Horizonte/MG
and Séao Paulo/SP). Inclusion criteria were TN diagnosis and age over 18 years old.
Exclusion criteria were diagnosis of other neuropathic pain, neurological disorder (i.e.
multiple sclerosis) or cognitive dysfunction (i.e., dementia or delirium), and use of
corticosteroid or anti-inflammatory drugs four weeks prior to the examination.
Complete neurological examination was performed in all TN patients and diagnosis was
established according to International Classification of Headache Disorders (ICHD-3)
of the International Headache Society (IHS) (51), as following: recurrent paroxysms of
unilateral facial pain in the distribution(s) of one or more branches of the trigeminal
nerve, with no radiation beyond trigeminal distribution, and fulfilling the following
criteria: A. Pain has all of the following characteristics: lasts from a fraction of a second
to 2 minutes, severe intensity, electric shock-like, shooting, stabbing or sharp in quality;
B. Precipitated by innocuous stimuli within the affected trigeminal distribution; C. Not
better accounted for by another ICHD-3 diagnosis. Patients with TN caused by an
underlying disease (secondary TN) were not included in the study. This study was
approved by the Ethical Board of Universidade Federal de Minas Gerais/Brazil (CAAE
42098115.7.0000.5149), and patients have provided written informed consent. All
procedures were performed in accordance with the ethical standards of institutional
and/or national research committee and the principles stated in the 1964 Helsinki
declaration and its later amendments.

Evaluation of pain
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For pain intensity, visual analog scale (VAS) from 0 = "no pain” to 10 = "worst pain
possible™” was used (52). For quality of pain, multidimensional McGill Pain
Questionnaire (MPQ) which characterizes emotional and sensory aspects of pain was
used. Scores can range from 1 to 78 and higher scores indicated greater pain (53, 54).

Sample collection and DNA extraction

Epithelial cells from all individuals were obtained through sterile oral swab and placed
immediately in 1500 pl of Krebs buffer (NaCl 20%, KCI 2%, CaCl2 2%, H20 2%,
MgSO4, KH2PO4, C6H1206) (55). Centrifugation at 200 g (11000 rpm) for 5 min was
performed to obtain a cell pellet and DNA was extracted as previously described (56).
After removal of the supernatant, 20 pl of silica (SiO2; Sigma, St. Louis/MO/USA) and
450 pl of lyses buffer (6.0 M GuHCL, 65 mM Tris—HCI pH = 6.4, 25 mM EDTA and
1.5% Triton-X-100) were added. Samples were homogenized using Vortex and
incubated for 30 min at 56°C and another centrifugation and supernatant discharge were
performed. The pellet (with DNA adsorbed on silica) was washed 2x with 450 pl
washing buffer (6.0 M GuHCL and 65 mM Tris—HCI pH = 6.4), 2x with 450 pl of 70%
ethanol, 1x with 450 pl acetone and dried at 56°C for 30 min. Finally, 100 ul of TE
buffer (10 mM Tris—HCI pH = 8.0 and 1 mM EDTA) was added and samples were
incubated at 56°C for 12 hr. After solution was homogenized and centrifuged,
supernatant containing DNA was transferred to a new tube as described elsewhere (55).
Genotyping

Nav1.6 sodium ion channel gene (SCN8A) SNP rs303810, BDNF gene SNP
rs6265/Val66Met, COMT gene SNP rs4680/Val158Met, and GCH1 gene SNP
rs8007267 were assessed by RealTime PCR amplification. Reactions were performed
with TagMan detection system (Thermo Fisher Scientific/ Waltham, Massachusetts,

USA) and probes for rs303810 (C__ 1053214 1 Assay ID, Thermo Fisher Scientific/
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Waltham, Massachusetts, USA), rs6265 (C__ 11592758 10 Assay ID, Thermo Fisher
Scientific/ Waltham, Massachusetts, USA), rs4680 (C__ 25746809 50 Assay ID,
Thermo Fisher Scientific/ Waltham, Massachusetts, USA) and rs8007267
(C__1545138 10 _Assay ID, Thermo Fisher Scientific/ Waltham, Massachusetts, USA)
on a C1000TM Thermal Cycler / CFX96 (Bio-Rad Laboratories/ Hercules, California,
USA) using a total volume of 20 pl, containing 50 ng of DNA diluted in H20 sterile,
15,5 ul of Tagman Genotyping Assay Master Mix (Thermo Fisher Scientific/ Waltham,
Massachusetts, USA) and 0.5 pul of probe. Gene sequences were amplified as following,
according to manufacturer’s instructions: 10 min at 95°C and 40 cycles of 15 seconds at
95°C and 1 min at 60°C.

Statistical Analysis

Statistical analysis was carried out using IBM SPSS Statistics for Windows (V21; IBM
Inc., Chicago, IL, USA) or OpenEpi (V3.01; online). Study groups were tested for
Hardy—Weinberg equilibrium for expected and observed genotype frequencies.
Genotype and allelic frequencies were investigated through Chi-squared analysis or

Fisher's exact test. Probability values (p) of 0.05 or less were considered significant.

RESULTS

Demographic and clinical data are summarized below as described in a previous work
of our group: mean age was 63,7 years old (+/-12,1) and 56,3% of subjects were female.
Most TN patients showed unilateral facial pain (93,8%) in V2 (14,6%), V3 (10,4%) or
both V2/V3 divisions (45,8%). Pain was considered intense for 83,3% of TN patients by
VAS or by 100% of TN patients by MPQ (57).

Genotype and allele frequencies of Nav1.6 sodium ion channel (SCN8A, rs303810),

BDNF (BDNF, rs6265/Val66Met), COMT (COMT, rs4680/Val158Met), and GCH1



77

(GCH1, rs8007267) genes were in Hardy-Weinberg equilibrium in both groups and are
shown in Table 1. There was no significant difference in genotype distribution for
analyzed SNPs between TN patients and controls. For allele analyses, both groups had
similar frequencies for all studied polymorphisms. Therefore, there was no association
of evaluated polymorphisms and TN.

Association between pain intensity and polymorphisms has been evaluated as shown in
Table 2. Genotype and allele frequencies of evaluated SNPs did not correlate to the
VAS scores. Hence, there was no association of these polymorphisms and pain in this

study.

DISCUSSION

There is a lack of studies regarding genetic characteristics and TN and this is the first
study to investigate polymorphisms in Nav1.6 sodium ion channel (SCN8A), BDNF,
COMT and GCH1 genes in TN patients. No association was observed between the
evaluated polymorphisms and the presence of the disease or pain scores in our sample.
As previously described by our group (57), the study sample was homogeneous,
represented Brazilian population (58) and demographic and clinical features were
similar to other studies (3, 59).

Regarding SNP rs303810 in Nav1.6 sodium ion channel gene (SCN8A), frequency of A
allele in our sample was 20-28% which is in accordance to studies in other populations
(23, 60). Here, this SNP was not associated to TN diagnosis or pain intensity, although
this channel has been associated to pain conditions (14, 18), neuronal hyper excitability
(61) and a variety of neurological and psychiatric disorders, such as epilepsy (62) and
bipolar disorders (23, 60). In a previous work, a gain-of-function mutation in Nav1.6

gene has been identified in TN (14) and further studies should address this evaluation in
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greater TN population, mainly because sodium channel blockers are first line drugs in
alleviating TN signs and symptoms (6).

The BDNF SNP evaluated here showed an A allele frequency of 14-19% in controls
and patients, and this data is in accordance to other studies whereas frequency ranged
from 13 to 24% (63, 64). We did not find an association of VVal66Met polymorphism
with TN diagnosis or pain, in spite of the fact that it has been associated to a higher risk
of post-surgical pain (65), affects neuroplasticity in trigeminal nociceptive pathways
(25, 26, 66), and influences trigeminal pain (31). However, another study has not found
association of rs6265/VVal66Met and migraine (67). It has been attributed a pivotal role
for BDNF in nociception (68, 69) due to its activation of different mechanisms (70).
The COMT SNP evaluated in our study had an A allele frequency of 36-38% in patients
and controls, which is in agreement with other studies, whereas the frequency ranged
32-43% (71, 72). We found no association of rs4680/Val158Met polymorphism with
diagnosis or pain intensity in TN, but an association with greater pain sensitivity and
symptom severity in fibromyalgia (38, 39), chronic tensional headache (73), and HIV
associated neuropathic pain (74) has been shown. In contrast, others studies have not
found any association of rs4680/Val158Met with increased susceptibility to neuropathic
pain (75) and chronic postoperative pain (76).

In GCHL1 rs8007267, T allele frequency was 17-22% in patients and controls, and this is
in accordance to other studies (77, 78). Regardless no association of GCH1
polymorphism and susceptibility to pain or pain intensity, others have found that the
haplotype containing polymorphism studied here is a pain protection factor (48) and is
related to the decreased pain intensity in neuropathic pain conditions (44).

It has been shown that genetics is crucial for the risk of development of TN (13, 14, 79).

However, no association of evaluated SNPs and TN was observed here. In spite of this,
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the scarcity of studies in genetics and TN highlights the relevance of this work and the
presence or the lack of association between polymorphisms and TN is of interest for the
field of neurology and pain. Moreover, the lack of association observed in this study
does not exclude the fact that genotypes affecting Nav1.6, BDNF, COMT or GCH1 can
be associated with TN or its pain. Gene-environment interactions are complex and
epigenetic factors as DNA methylation and histone modifications play an important role
in physiological processes and may contribute to pain generation and maintenance in
neuropathic pain conditions (80, 81, 82). We believe that other genetic polymorphisms,
epigenetics, post-transcriptional regulation and alterations in pathways from gene to
protein need to be further addressed in order to better understand TN"s pathological

mechanisms and allow its personalized clinical management.

CONCLUSIONS

No association of Nav1.6 sodium ion channel (SCN8A), BDNF, COMT and GCH1
genetic polymorphisms and TN was observed in Brazilian individuals. However, our
data contributes to the knowledge about the genetic susceptibility to TN, which is very
scarce. Further studies may focus on distinct genetic features in these and other genes as
well as on epigenetics and transcriptional regulation in order to contribute to TN

susceptibility and pathophysiology.
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TABLES
Table 1. Genotype and allele frequencies of Nav1.6 sodium ion channel (SCN8A, rs303810), BDNF (BDNF, rs6265/Val66Met), COMT

(COMT, rs4680/Val158Met) and GCH1 (GCH1, rs8007267) genes between TN patients and controls.

Gene Control Patient |
SNP n = (48) n = (48) p-vaiue
Nav1.6 rs303810 Genotype GG 23 (47,9%) 30 (62,5%) 0,349t
AG 22 (45,8%) 16 (33,3%)
AA 3 (6,3%) 2 (4,2%)
Allele frequencies G 68 (70,8%) 76 (79,2%) 0,1822
A 28 (29,2%) 20 (20,8%)
BDNF rs6265/Val66Met Genotype GG 35 (72,9%) 32 (66,6%) 0,4921
AG 13 (27,1%) 14 (29,2%)
AA 0 (0%) 2 (4,2%)
Allele frequencies G 83 (86%) 78 (81%) 0,3262
A 13 (14%) 18 (19%)
COMT rs4680/Vall58Met Genotype GG 19 (39,6%) 18 (37,5%) 1,02
AG 23 (47,9%) 23 (47,9%)
AA 6 (12,5%) 7 (14,6%)
Allele frequencies G 61 (63,5%) 59 (61,5%) 0,7652
A 35 (36,5%) 37 (38,5%)
GCH1 rs8007267 Genotype CcC 26 (54,2%) 33 (68,8%) 0,061*
CT 22 (45,8%) 13 (27%)
TT 0 (0%) 2 (4,2%)
Allele frequencies C 74 (77,1%) 79 (82,3%) 0,3692
T 22 (22,9%) 17 (17,7%)

IFisher's exact test; 2Chi-square test.
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Table 2. Association between pain intensity and genotype or allele frequencies of Nav1.6 sodium ion channel (SCN8A, rs303810),

BDNF (BDNF, rs6265/Val66Met), COMT (COMT, rs4680/Val158Met) and GCH1 (GCH1, rs8007267) genes.

Gene VAS
SNP Mild Moderate Severe p-value
Nav1.6 rs303810 Genotype GG 1 (50%) 2 (33,3%) 27 (67,5%) 0,219t
AG 1 (50%) 3 (50%) 12 (30%)
AA 0 (0%) 1 (16,7%) 1(2,5%)
Allele frequencies G 3 (75%) 7 (58,3%) 66 (82,5%) 0,1411
A 1 (25%) 5 (41,7%) 14 (17,5%)
BDNF rs6265/Val66Met Genotype GG 1 (50%) 5 (83,3%) 26 (65%) 0,779t
AG 1 (50%) 1 (16,7%) 12 (30%)
AA 0 (0%) 0 (0%) 2 (5%)
Allele frequencies G 3 (75%) 11 (91,7%) 64 (80%) 0,538t
A 1 (25%) 1 (8,3%) 16 (20%)
aeBO e Genotype GG 0 (0%) 4 (66,6%) 14 (35%) 0,275t
AG 2 (100%) 1 (16,7%) 20 (50%)
AA 0 (0%) 1 (16,7%) 6 (15%)
Allele frequencies G 2 (50%) 9 (75%) 48 (60%) 0,548t
A 2 (50%) 3 (25%) 32 (40%)
GCH1 rs8007267 Genotype CC 2 (100%) 4 (67%) 27 (68%) 1,0t
CT 0 (0%) 2 (33%) 11 (27%)
TT 0 (0%) 0 (0%) 2 (5%)
Allele frequencies C 4 (100%) 10 (83%) 65 (81%) 1,0t
T 0 (0%) 2 (17%) 15 (19%)

IFisher's exact te
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APENDICE
APENDICE 01 — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Titulo do Projeto:“DORES OROFACIAIS: CORRELACAO ENTRE DOR, DOSAGEM
SERICA DE MEDIADORES INFLAMATORIOS E FATORES NEUROTROFICOS E
POLIMORFISMOS DE GENES CODIFICADORES DE MEDIADORES
INFLAMATORIOS, FATORES NEUROTROFICOS E RECEPTORES, MOLECULAS
DAS VIAS ADRENERGICA E SEROTONINERGICA, CANAIS IONICOS,
ESTROGENO E RECEPTORES”

Este termo de consentimento pode conter palavras que vocé ndo entenda. Peca ao
pesquisador que explique as palavras ou informacbes ndo compreendidas
completamente.

1) Introducéo

Vocé estéd sendo convidado(a) a participar da pesquisa que pretende estudar a associacao
entre alguns tipos de dores orofaciais e diversas substancias quimicas do nosso corpo e
genes que podem estar associados a essas doencas. Sua participacdo envolvera exames
fisicos, preenchimento de questionarios, entrevistas, coleta de sangue para avaliar as
substancias relacionadas a dor e coleta de raspado da parede interna de sua bochecha
para estudo dos genes presentes em suas células.

Se decidir participar da pesquisa, € importante que leia estas informac6es sobre o estudo
e 0 seu papel nesta pesquisa.

Vocé foi selecionado por estar em atendimento no Ambulatério de Dor Orofacial e
Disfuncdo Temporomandibular do Centro de Especializacdo e Treinamento da
Odontologia (CETRO)/BH ou no Ambulatério de Dor Orofacial da Clinica da Dor do
Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG)/BH e por ter
diagnéstico um dos seguintes diagnosticos: neuralgia trigeminal ou disfuncdo
temporomandilar. Vocé também pode estar sendo selecionado como paciente controle e
ndo possuir nenhum desses diagndsticos. A sua participacdo ndo é obrigatoria e vocé
pode ndo querer participar do estudo. Sua recusa ndo trara nenhum prejuizo em sua
relagdo com o pesquisador ou com a instituicio. E preciso entender a natureza e 0s
riscos da sua participacgéo e dar o seu consentimento livre e esclarecido por escrito.

2) Objetivo

O objetivo desse estudo é avaliar a associagdo entre a dor presente na neuralgia
trigeminal ou nas disfuncdes temporomandibulares e mediadores quimicos presentes no
seu corpo, assim como genes em suas células, que podem estar associados a essas
doengas.
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3) Procedimentos do Estudo

Se concordar em participar deste estudo, vocé sera solicitado a responder algumas
perguntas e entrevistas, realizar exame fisico para avaliar a doenca, realizar a coleta de
sangue e de raspado da bochecha.

4) Riscos e Desconfortos

Para a coleta do sangue, que sera realizada por um profissional qualificado, serdo
respeitados todos os procedimentos técnicos-cientificos e de biosseguranca para o
puncionamento e armazenamento do sangue, sem que a coleta ofereca risco. Caso
aconteca algum desconforto ou vocé sinta algum mal estar, o professor responsavel pela
pesquisa intervira e, se for necessério, o servico de atendimento de urgéncia sera
acionado. O raspado da pele da parede interna da bochecha €é realizado com uma
espéatula estéril, € um procedimento extremamente simples e ndo oferece nenhum risco
para voce.

5) Beneficios

A participacdo nessa pesquisa ndo acarretara gasto para vocé, sendo totalmente gratuita.
As informacOes obtidas por meio desse estudo poderdo ser importantes para o
entendimento dos mecanismos da dor nas dores orofaciais, possibilitando, no futuro,
avancos no diagndstico e no tratamento da neuralgia trigeminal ou das disfuncdes
temporomandibulares. O conhecimento que vocé adquirir a partir da sua participacdo na
pesquisa poderd beneficia-lo com informacGes e orienta¢bes futuras em relacdo a sua
doenca.

6) Custos/Reembolso

Vocé ndo terd nenhum gasto com a sua participacdo no estudo, da mesma forma que
também n&o recebera pagamento pela sua participacdo. A sua avaliacdo e as coletas de
sangue e raspado da bochecha acontecerdo em um Unico momento por membros da
equipe da pesquisa.

7) Caréter Confidencial dos Registros

Algumas informacdes obtidas a partir de sua participacdo neste estudo ndo poderéo ser
mantidas estritamente confidenciais. Além dos pesquisadores que vao fazer as perguntas
dos questionarios e aplicar os testes, os professores orientadores deste estudo e o
Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Minas Gerais podem precisar
consultar seus registros. Vocé ndo sera identificado quando o material de seu registro
for utilizado, seja para propositos de publicacdo cientifica ou educativa. Ao assinar este
consentimento informado, vocé autoriza as inspegdes em seus registros.

8) Participacao

E importante que vocé esteja consciente de que sua participacdo neste estudo é
completamente voluntaria e de que vocé pode recusar-se a participar do estudo, sem



96

penalidades ou perda de beneficios aos quais vocé tenha direito de outra forma. A
recusa em participar do estudo ndo influenciara seus cuidados nesta instituic&o.

9) Para obter informacdes adicionais

Vocé recebera uma copia deste termo onde consta o telefone do pesquisador principal,
podendo tirar suas duvidas sobre o projeto e sua participacdo, agora ou a qualquer
momento. Caso vocé tenha mais perguntas sobre o estudo, por favor, entre em contato
com 0s nomes abaixo.

Pesquisadores Responsaveis:

Camila Megale de Almeida Leite Telefone: 9191-7191

Grazielle Mara Ferreira Costa Telefone: 9987-5705

Roberta Maria Drumond F. B. Fonseca  Telefone: 9538-7672

COEP: Comité de Etica em Pesquisa/ UFMG

Av. Antonio Carlos, 6.627. Unidade Administrativa Il - 2° andar - sala 2005
Telefone: (31) 3409-4592 / Email: coep@prpg.ufmg.br.

10) Declaragéo de Consentimento

Li ou alguém leu para mim as informacdes contidas neste documento antes de assinar
este termo de consentimento. Declaro que fui informado sobre os objetivos do estudo.
Declaro que tive tempo suficiente para ler e entender as informacdes acima. Declaro
também que toda a linguagem técnica utilizada na descricao deste estudo de pesquisa
foi satisfatoriamente explicada e que recebi respostas para todas as minhas duvidas.
Autorizo a coleta de sangue e de raspado da bochecha e sua utilizacdo neste projeto de
pesquisa.

Confirmo também que recebi uma coépia deste formuldrio de consentimento.
Compreendo que sou livre para ndo participar do estudo, sem perda de beneficios ou
qualquer outra penalidade.Dou meu consentimento de livre e espontanea vontade e sem
reservas para participar como paciente deste estudo.

Nome do participante (em letra de forma)

Assinatura do participante ou representante legal Data

Atesto que expliquei cuidadosamente a natureza e o objetivo deste estudo, junto ao
participante e/ou seu representante autorizado. Acredito que o participante e/ou seu
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representante recebeu todas as informacdes necessarias, que foram fornecidas em uma
linguagem adequada e compreensivel e que ele/ela compreendeu a explicacao.

Assinatura do pesquisador Data



