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RESUMO

Catecolamina-O-metiltransferase (COMT) € uma enzima com amplas fungdes
bioldgicas, inclusive a modulacdo da dor, exercidas através da metaboliza¢do de substratos
como a dopamina, adrenalina, e noradrenalina. Ja é sabido que a atividade da COMT ¢
geneticamente polimoérfica em humanos, e se correlaciona com a percepg¢do individual da
dor e eficiéncia na sua remissdo entre pacientes com disfuncio temporomandibular (DTM)
tratados com propranolol. Por isso, nosso primeiro objetivo foi investigar novos
polimorfismos de nucleotideo tnico (SNP) que pudessem marcar para este beneficio. De
fato, encontramos um novo SNP, rs165774 (G>A), que se mostrou associado a DTM ou
fendtipos intermedidrios em duas coortes diferentes. Este polimorfismo, por sua vez, se
localiza em proximidade a um segundo SNP, rs165895 (T>C), ambos na regido 3’ ndo
traduzida (3°’UTR) de um mRNA alternativo da COMT ainda ndo caracterizado. Assim,
também foram nossos objetivos (i) verificar a expressdo deste transcrito em diferentes
tecidos humanos e linhas de células, rastreando-o por RT-PCR (Reverse Transcriptase —
Polymerase Chain Reaction); (i1) predizer a estrutura cristalina da enzima codificada por
ele, através de modelagem pelo método dindmicas moleculares discretas; (iii) expressa-lo
em um sistema celular e comparar sua expressdo relativa e atividade enzimdtica as da
isoforma convencional, determinando-as por RT-PCR e HPLC (High Performance Liquid
Chromatography), respectivamente; e (iv) verificar o efeitos dos SNPs rs165774 e
rs165895 sobre este transcrito, criando-se diferentes mutantes por mutagdo sitio-dirigida e
observando seus efeitos sobre a expressdo relativa e atividade enzimdtica. Nossos
resultados mostraram que (i) o transcrito alternativo da COMT ¢é expresso em diferentes
tecidos humanos e sistemas celulares; (ii) a estrutura cristalina de sua enzima exibe uma
regido C-terminal Unica que € distinta da isoforma convencional; e que este transcrito € (iii)
menos relativamente expresso € sua enzima menos ativa que o transcrito € a enzima
convencionais, respectivamente, e (iv) sofre regulacdo em nivel transcricional pelos SNPs
rs165774 e rs165895. Com este estudo, pudemos concluir que o SNP rs165774 € um forte
marcador genético para DTM; que juntamente com o SNP rs165895, localizam-se na regido
3’UTR de uma forma alternativa de mRNA da COMT que, pela primeira vez, provou ser

capaz de codificar para uma isoforma alternativa da enzima que exibe atividade enzimatica;
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e que esta isoforma alternativa de mRNA da COMT sofre efeitos regulatérios, em nivel

transcricional, causados por ambos os SNPs.

Palavras-chave: COMT, DTM, dor, polimorfismos, alternativo, transcrito, isoforma.
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ABSTRACT

Catecolamine-O-methyltransferase (COMT) is an enzyme with broad biological
functions, including pain modulation, exerted through metabolization of substrates such as
dopamine, epinephrine, and norepinephrine. It is well known that COMT activity is
genetically polymorphic in humans, and correlates to individual pain perception and
efficiency in its remission among temporomandibular disorder (TMD) patients treated with
propranolol. Thus, our first aim was to investigate new single nucleotide polymorphism
(SNP) that might mark for this benefit. Indeed, we have found a new SNP, rs165774
(G>A), that was associated with TMD or intermediate phenotypes in two different cohorts.
This polymorphism, in turn, is in close proximity to a second SNP, rs165895 (T>C), both in
the 3’ untranslated region (3°’UTR) of an alternative COMT mRNA that has not yet been
characterized. Therefore, we also aimed to (i) verify the expression of this transcript in
different human tissues and cell systems, tracking it thorugh RT-PCR (Reverse
Transcriptase — Polymerase Chain Reaction); (i1) predict the cristaline structure of the
enzyme encoded by it, modeling it with discrete molecular dynamics; (ii1) express it in a
cell system and compare its relative expression and enzymatic activity to the conventional
isoform, using RT-PCR and HPLC (High Performance Liquid Chromatography),
respectively; and (iv) verify the effects of SNPs rs165774 and rs165895 on the transcript,
criating different mutants by site-directed mutagenesis and observing their effects on the
relative expression and enzymatic activity. Our findings show that (i) the alternative COMT
transcript is expressed in different human tissues and cell systems; (ii) the cristaline
structure of its enzyme exhibits a unique C-terminus that is distinct from the conventional
isoform; and that this transcript is (ii1) less relatively expressed and its enzyme is less active
than the conventional transcript and enzyme, respectively, and (iv) is regulated, at
transcriptional level, by the SNPs rs165774 e rs165895. With this study, we conclude that
SNP SNPs rs165774 is a strong genetic marker for TMD; that along with SNPs rs165895,
they are located in the 3’UTR of an alternative COMT mRNA which proved, for the first

time, to be able of encoding an alternative isoform of the enzyme that exhibits enzymatic
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activity; and that this alternative COMT mRNA is regulated, at transcriptional level, by
both SNPs.

Key Words: COMT, TMD, pain, polymorphisms, alternative, transcript, isoform
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1 INTRODUCAO

A catecolamina-O-metiltransferase (COMT) é uma enzima que exibe grande
variedade de fungdes bioldgicas, cujo papel principal é metabolizar catecdis tdxicos ou
biologicamente ativos. Esta enzima transfere um grupo metil da S-adenosil-L-metionina
(SAM, cofator enzimético) para um dos grupos hidroxila da estrutural catecol, reduzindo a
atividade de catecolaminas e desativando neurotransmissores como a dopamina,

norepinefrina e epinefrina (Axelrod e Tomchick, 1958).

A COMT tem, portanto, implicagdes em uma série de processos e disturbios
bioldgicos (Andersen e Skorpen, 2009) e ha muito tempo ja se suspeita da sua influéncia
sobre a dor relacionada a DTM, uma vez que, ainda em 1976, niveis elevados de
metabolitos de catecolaminas foram encontrados na urina de pacientes com condi¢des de

dor facial semelhante a disfuncdo temporomandibular [DTM; (Marbach e Levitt, 1976)].

O gene humano da COMT, localizado no cromossomo 22q11.21 (Grossman et
al., 1992), contém 6 éxons, sendo os dois primeiros ndo codificantes. Este gene € capaz de
transcrever duas formas principais de mRNA, através do uso de dois promotores distintos,
que sdo traduzidas para produzir as duas isoformas principais da enzima, uma soldvel (S-

COMT) e uma ligada a membrana (MB-COMT) (Tenhunen et al., 1994).

Em humanos, transcritos de pelo menos uma das isoformas principais ja foram
identificadas em todos os tecidos (Mannisto e Kaakkola, 1999). A MB-COMT ¢
predominantemente encontrada no cérebro, localizada nos processos astrociticos ao redor
de sinapses, dendritos pds-sindpticos, e paredes capilares (Karhunen et al., 1995). A S-
COMT nao apresenta parte do €xon 3 e a proteina €, de maneira geral, mais abundante que

a MB-COMT, e ¢ encontrada no citosol e envelope nuclear (Lotta et al., 1995).

J4 foi determinado que a atividade da COMT € geneticamente polimoérfica em
humanos. Isto ficou evidente em um estudo em familia no qual lisados de eritrécitos

mostraram distribuicao trimodal de alta, média, e baixas atividades, o que é consistente com



um padrio de heranga mendeliana entre dois alelos autossémicos codominantes

(Boudilkova et al., 1990).

Em 2005, Diatchenko et al., mostraram a rela¢do entre condi¢cdes experimentais
de dor e a identificac@o de trés haplétipos funcionais da COMT, que foram designados de
baixa (LPS), média (APS), e alta (HPS) sensibilidade a dor. Estes haplétipos funcionais se
correlacionaram com o z-score de modelos experimentais de dor, além de confirmarem a
relacdo entre COMT e DTM, sendo que individuos carregando o haplétipo LPS mostraram

aproximadamente 2.5 vezes menos chances de desenvolver esta condigdo.

Em seguida, o mesmo grupo de pesquisa mostrou que a estrutura do mRNA dos
transcritos da COMT € mais ou menos estdvel em funcdo destes haplétipos. Esta
estabilidade — que se correlaciona com os niveis de proteina e eficdcia enzimdtica — &
menor para o transcrito do haplétipo LPS, enquanto o haplétipo HPS resulta no transcrito
mais estavel, esclarecendo como as condi¢Oes genético-moleculares se relacionam com o0s

fendtipos de baixa, média e alta sensibilidade a estimulos de dor (Nackley et al., 2006).

Em 2007, Nackley et al. mostraram através de um estudo em ratos, a
importancia das vias B-adrenérgicas nas condicdes de dor associadas a atividade reduzida
da COMT, e relataram que este fenotipo pode ser bloqueado pelo antagonista ndo seletivo
de receptores B-adrenérgico, propranolol. Este achado, possivelmente explica uma das
causas da dor persistente observada em pacientes com condi¢des cronicas de dor, como a

DTM (Nackley et al., 2007).

Com base nestes achados, o mesmo grupo de pesquisa conduziu um estudo
piloto no qual pacientes com DTM foram tratados com propranolol. Apesar de ndo terem
sido observados efeitos sobre a sensibilidade a dor experimental, um efeito “dose-
dependente” do numero de alelos LPS da COMT na maioria das medidas de dor clinica e
experimental, com uma melhora maior entre os individuos que ndo carregavam esse alelo,
um efeito intermedidrio nos heterozigotos, e nenhum efeito benéfico nos homozigotos.

(Tchivileva et al., 2010).



Em funcdo do claro efeito que os genétipos da COMT parecem exercer sobre as
condi¢des cronicas de dor, nosso grupo de pesquisa se interessou por investigar o efeito de
outros polimorfismos neste gene, a fim de, em dultima instancia, ampliar a busca por

individuos que possam se beneficiar pelo tratamento com propranolol.

Nesta investigacdo, encontramos associacdo entre o polimorfismo de
nucleotideo tnico (SNP) rs165774 (G>A), e DTM e dor experimental. Este SNP estd
situado no intron 5 do gene da COMT e quase exclusivamente no haplétipo APS, e ndo
pudemos encontrar evidéncias conhecidas para uma potencial consequéncia funcional, uma
vez que ele ndo afeta os limites de splicing, ndo se encontra numa sequéncia alvo de
miRNAs, e ndo se mostrou em forte desequilibrio de ligagdo com nenhum outro SNP

funcional da COMT.

No entanto, identificamos que este SNP estd localizado na regido 3’ ndo
traduzida (3’UTR) de uma forma de mRNA resultante de splicing alternativo do gene da
COMT (CR616943), que resulta na traducdo de uma isoforma truncada da enzima, ainda

ndo caracterizada.

Além disso, identificamos um segundo SNP — rs165895 (T>C) — também na
regido 3’UTR deste mRNA alternativo da COMT e apenas a 400 pares de base (pb) do
primeiro, localizado numa sequéncia Alu de repeticdo. Por se tratarem de sequéncias de
repeticdo de DNA, dados sobre a frequéncia destes alelos ainda ndo estdo disponiveis,
impossibilitando a busca por uma associacdo direta entre este SNP e DTM. No entanto, é
sabido que estas sequéncias sdo frequentemente regulatorias, e podem, portanto, exercer

efeitos funcionais.

Assim sendo, este estudo procurou caracterizar esta isoforma truncada da
enzima COMT, bem como investigar os efeitos funcionais dos SNPs rs165774 (G>A) e
rs165895 (T>C) localizados na sua regido 3’UTR sobre a sua funcdo, na tentativa de

esclarecer a associacdo entre o SNP rs165774 e DTM.






2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Genética das disfuncoes temporomandibulares

A pesquisa em disfungdes temporomandibulares (DTM) vem recentemente
experimentando mudancas significativas no que diz respeito a sua etiologia e tratamento.
Apds décadas de uma visdo mecanicista, em que os problemas envolvendo dimensdo
vertical, mau posicionamento condilar, desarmonias oclusais, e desequilibrios
neuromusculares resultavam em tratamentos com base em uma variedade de terapias
odontoldgicas invasivas e irreversiveis, incluindo abertura de mordida, ajustes oclusais,
grandes terapias restauradoras, ortodontia, € até mesmo cirurgias, este ponto de vista
etiolégico estritamente mecanico e odontoldgico encontra-se amplamente desacreditado
(Greene e Laskin, 2000). Uma série de estudos (McNamara et al., 1995; Koh e Robinson,
2003; Okeson, 2008) t€m consistentemente demonstrando que a oclusdo e os tratamentos
ortodonticos e ajustes oclusais ndo podem mais ser considerados isoladamente como causa

e solucao para DTM.

Hoje, a teoria mais bem aceita para a etiologia da DTM ¢é baseada no modelo
biopsicossocial (Engel, 1977; Dworkin e Massoth, 1994; Wright et al, 2004).
Resumidamente, entende-se como um problema bioldgico (isto €, a ativacao de vias da dor,
seja com ou sem uma condi¢do patolégica aparente) que pode ter antecedentes psicologicos
bem como consequéncias comportamentais; esta situacao ocorre em um contexto social que
inclui relagdes interpessoais com amigos, familiares, e prestadores de cuidados com a
saude, o que quase sempre produz grandes experi€ncias negativas tanto para os pacientes,

como para suas familias (Klasser e Greene, 2009).

Estas mudangas e novos conceitos ndo sdo puramente o resultado de pesquisas
odontoldgicas, mas principalmente de multiplas dreas de investigacdo, incluindo ortopedia,
aspectos neurofisioldgicos da dor, aspectos neuroanatdmicos do processamento da dor,
fisiopatologia molecular e celular dos musculos e articulagdes, e aspectos comportamentais

da dor crdnica, originando novas grandes dreas de investigacdo. Pouco a pouco,



pesquisadores e clinicos estdo se tornando cada vez mais conscientes da influéncia que

variagdes genéticas podem desempenhar na percep¢ao da dor e desenvolvimento de DTM.

As relagOes entre variagdes genéticas e doenca podem ser investigadas através
de estudos de agregacdo familiar, nos quais doencas ocorrendo em membros familiares
geneticamente relacionados sdo analisadas (Griffiths et al., 2002). Porém, estes estudos ndo
conseguiram identificar uma influéncia genética clara sobre a DTM até o momento,
(Heiberg et al., 1980; Raphael et al., 1999; Michalowicz et al., 2000), muito provavelmente
gracas ao seu pequeno poder estatistico mediante a doenca: dada a natureza multifatorial e
alta prevaléncia de DTM somada a exigéncia de tamanhos populacionais muito grandes
para se detectar niveis de hereditariedade abaixo de 0,5, ndo é surpreendente que esses
estudos ndo tenham conseguido identificar uma influéncia genética sobre essa disfuncgdo.
Ainda, a maioria das condi¢des de dor, incluindo DTM, sd@o mais bem classificadas como
doencas multifatoriais complexas, que sdo induzidas e influenciadas tanto por fatores
ambientais como por uma matriz complexa de varios polimorfismos genéticos. Esta matriz
genética consiste de muitos polimorfismos altamente prevalentes, e ndo simples mutacdes
raras, € que por isso, deixam de seguir os modos tradicionais de heranca mendeliana.
Portanto, é mais apropriado lancar mao de estudos epidemioldgicos tradicionais para buscar
associacOes alélicas, nos quais o risco para a doenca € contrastado entre os subgrupos

baseados nas variacOes alélicas comuns (Slade et al., 2008).

Assim sendo, alguns estudos ja buscaram investigar a associa¢do de variagdes
alélicas de diferentes genes e DTM. Esta secdo da revisdo descreve brevemente essas
varia¢des, como podem estar envolvidas na fisiopatologia da DTM, e como podem afetar o

tratamento desta disfun¢do com base no que se sabe até agora.

O fato de que as mulheres constituem a maioria dos pacientes com DTM ¢é
amplamente documentado na literatura (Locker e Slade, 1988; Dworkin et al., 1990; Goulet
et al., 1995; Kamisaka et al., 2000), e levou a hipétese de uma possivel ligacdo entre a
patogénese da DTM e o eixo hormonal feminino. Especificamente, estudos tém implicado o

gene do receptor alfa de estrogeno (ERa, do inglés estrogen receptor alpha) na



fisiopatologia desta condi¢do (LeResche et al., 1997; Suenaga et al., 2001; Landi et al.,
2005).

Este gene estd localizado no cromossomo 6 e vdrias variagdes na sua sequéncia
de DNA ja foram identificadas. Dois SNPs comuns, que sdo detectados como
polimorfismos no comprimento de fragmentos de restricao por Pvull e Xbal (RFLP), ja
foram implicados nas disfun¢des dolorosas da articulagdo temporomandibular (Kang et al.,

2007; Ribeiro-Dasilva et al., 2009).

Estes alelos parecem estar associados a sobre-regulacdo da transcrigdo do gene
ERa, resultando em elevada expressdo do receptor. Uma vez que ja foi demonstrado que as
estruturas da articulagdo temporomandibular (ATM) compreendem um tecido-alvo do
estrégeno (Abubaker et al., 1993; Yamada et al., 2003), individuos portadores destes alelos
apresentariam aumento da resposta a este hormonio nestas estruturas, que parecem ser pro-
inflamatorias (Abubaker et al., 1993; Dao et al., 1998; Ng et al., 1999; Zubieta et al., 2002;
Puri et al., 2005; Galal et al., 2007; Galal et al., 2008; Yun et al., 2008).

Uma aplicacdo importante dos estudos genéticos sobre os polimorfismos no
gene ERa estd na possibilidade de se modular a resposta desencadeada pela ativacdo deste
receptor usando moduladores seletivos. Em particular, o raloxifeno e o tamoxifeno, dois
tipos diferentes de moduladores seletivos de ER, talvez possam ser indicados

personalizadamente para o tratamento de DTM, com base no genétipo de cada paciente.

Alteracdes na fung¢do do receptor beta 2 adrenérgico (ADRP2) ja foram
amplamente envolvidas em doencas psiquidtricas e distirbios psicoldgicos, incluindo
aqueles associados com condi¢des cronicas de dor (Mann et al., 1985; Magliozzi et al.,

1989; Yu et al., 1999).

O ADRP2 humano ¢ um gene sem introns que abrange aproximadamente 5500
Kb no cromossomo 5q31-32 (Parola e Kobilka, 1994). Entre os SNPs do ADRp2, oito
exibem frequéncia elevada na populagcdo (> 20%) e formam trés haplétipos principais (H1,

H2 e H3): G-7127A, rs11958940, rs1432622, rs1432623 e rs2400707, localizados na regido



promotora do gene; e rs1042713, rs1042714 e rs1042717, localizados na regido
codificadora. Os polimorfismos comuns ndo sindnimos Argl/6Gly (rs1042713) e GIn27Glu
(rs1042714), e o SNP sindénimo Leu84Leu (rs1042717), sdo bastante estudados (Belfer et
al., 2005).

Diatchenko et al. investigaram a contribuicio destes SNPs para o risco de
desenvolvimento de DTM. Como resultados, os autores descobriram que a incidéncia de
DTM foi maior entre homozigotos H2/H2 e mais baixa entre heterozigotos H1/H2 e H1/H3,
sugerindo que a presengca de uma cépia do haplétipo H1 € protetora contra o
desenvolvimento de DTM (Diatchenko et al., 2006). Estes individuos apresentaram
também indices de somatizacdo mais altos e pressao arterial mais baixa, que sdo fatores que
parecem contribuir para a DTM via, pelo menos em parte, a uma deficiéncia nos sistemas

de regulacdo central da dor (Bruehl e Chung, 2004; Macfarlane et al., 2004; Diatchenko et
al., 2006).

Estes resultados t€ém implica¢des potencialmente importantes para o tratamento.
Uma vez que os haplétipos de risco para DTM ja foram relacionados a hiperfun¢do do
ADRP2, uma percentagem relativamente elevada destes pacientes (60 a 70%) podem
responder bem ao tratamento com um antagonista, como propranolol. Em contraste, cerca
de 25 a 30% dos casos de DTM, apresentando hipofung¢ao do ADRB2 (H1/HI1), ndo deverao
responder ao mesmo tratamento. Na verdade, o tratamento deste grupo com o agente
antagonista pode até mesmo piorar os sintomas. Assim, pode ser possivel prever os
resultados do tratamento com bloqueador beta adrenérgico determinando-se o perfil

haplotipico de pacientes com DTM (Diatchenko et al., 2006).

A DTM ¢ freqiientemente comdrbida e/ou considerada como parte de sintomas
psicossomaticos, como distirbios do sono, fadiga, dor de cabeca, e depressdao, que sdo
classificados como sindromes somaticas funcionais (FSS) (Praschak-Rieder et al., 2002;
Narita et al., 2003). Um conjunto de evidéncias indica que a DTM, bem como a dor

associada a outras FSS, envolvem uma disfun¢@o nos sistemas de processamento sensorial



e da dor (Yunus, 2007), sistemas nos quais a serotonina (5-HT) é um dos principais

neurotransmissores.

O gene transportador de serotonina humano (5-HTT), localizado no
cromossomo 17q11.1-q12, € portanto, um candidato para o envolvimento na patogénese de
doencas dolorosas, como a DTM. Ele carrega um polimorfismo de inser¢do/delecao de 44
bp na regido promotora, apresentado-se com duas formas alélicas, as variacdes longa (/) e
curta (s, do inglés short), que tem menor atividade transcricional do que o alelo [ in vitro
(Hranilovic et al., 2004). Este polimorfismo também se correlaciona com diferentes taxas
de absor¢do de serotonina em células de cultura linfoblastéides. A variacdo s parece exercer
uma influéncia dominante, uma vez que a expressao do gene e a absorcdo de serotonina
foram indistinguiveis entre células da cultura com uma ou duas cdpias deste
alelo(Greenberg et al., 1999). Um SNP -/438G/A também é encontrado na regido
promotora do gene e pode afetar a sua transcricdo (Collier et al., 1997). Ainda, um
polimorfismo de nimero varidvel de repeticoes em tandem (VNTR) também é encontrado
no intron 2 do gene da 5-HTT (5HTTintron2VNTR). Este VNTR consiste em diferentes
comprimentos de uma sequéncia de elementos de repeticao de 20 a 23 pb de comprimento,
e atua como um regulador da transcricio de uma maneira alelo-dependente (MacKenzie e

Quinn, 1999).

Estes trés polimorfismos no gene 5S-HTT foram investigados para a sua relacao
com DTM em um estudo de associacdo. Os polimorfismos SHTTintron2VNTR e -1438G/A
nao mostraram associacdo. A andlise do polimorfismo SHTTLPR, no entanto, revelou que a
frequéncia do alelo s foi maior entre pacientes com DTM, o que é condizente com seu
suposto efeito funcional de menor atividade transcricional, o que pode resultar em menores
concentragdes de 5-HT no espago extracelular, ou seja, menos 5-HT ativa. Estes achados
sugerem que o SHTTLPR deveria ser mais explorado como uma ferramenta de diagndstico
para DTM, e que a patogénese da DTM estd associada a disfun¢do neuronal serotonérgica
(Ojima et al., 2007). No entanto, € preciso cuidado na andlise destes resultados, devido ao
tamanho extremamente pequeno de amostra usada neste estudo, ainda que o valor de p

ttenha sido pequeno, e mais estudos sdo necessdrios para confirmar estes achados.



Em termos de tratamento, a confirmacdo do envolvimento do sistema
serotoninérgico na fisiopatologia da DTM pode apresentar algumas aplicacdes clinicas
promissoras. Apesar de ainda existirem poucos dados advindos de estudos com pacientes
de DTM, uma série de informacdes e novas possibilidades de tratamento emergem de
estudos feitos com pacientes de FSS e fibromialgia, e poderd, em breve, beneficiar

pacientes com DTM.

Uma vez que serotonina e a noradrenalina sao ambas moduladores importantes
da percepcdo da dor, é razodvel suspeitar que parte deste sintoma seja em funcdo de
anormalidades no metabolismo e transmissdo destas moléculas. Neste contexto, o0s
inibidores duplos de recaptacdo apareceram como potencialmente uteis no tratamento de
pacientes com dor, uma vez que eles aumentam a neurotransmissdo da norepinefrina e
serotonina nas vias descendentes inibitérias da dor através da inibi¢do de sua recaptacao,

resultando numa reduc¢do da dor (Mease, 2009).

Os estudos feitos em animais e ensaios clinicos ja publicados relatam que
inibidores duplos da recaptacdo de serotonina e noradrenalina sdo eficazes no tratamento de
fibromialgia (Arnold et al., 2004; Arnold et al., 2005; Gendreau et al., 2005; Clauw et al.,
2008; Russell et al., 2008; Mease et al., 2009). Relatam ainda, que as drogas que atuam
sobre o sistema noradrenérgico (por exemplo, nisoxetina e nortriptilina), ou sobre ambos os
sistemas noradrenérgico e serotonérgico (por exemplo, imipramina, duloxetina, e
milnaciprano) sdo analgésicos mais eficazes do que as que atuam apenas sobre o sistema
serotoninérgico (por exemplo, fluvoxamina e fluoxetina) (Mochizucki, 2004; Jones et al.,

2006).

A documentacdo da utilizagdo clinica de inibidores duplos da recaptagcdo de
serotonina e norepinefrina para o tratamento de DTM € limitada a um caso clinico
(Toyofuku e Miyako, 2004). Embora o caso apresente uma visdo favordvel ao uso de
minalcipran, nenhuma indicacdo substancial sobre a sua eficdcia ainda pode ser feita. No

entanto, as drogas que atuam sobre os sistemas serotoninérgico e noradrenérgico
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apresentam-se como medicamentos de escolha potencialmente uteis para o tratamento de

pacientes com DTM.

Por fim, as variacdes no gene da catecolamina-O-metiltransferase (COMT)
também exercem efeito sobre a percepcao da dor, e ja foram associadas a DTM. As secdes
seguintes desta revisdo de literatura se dedicardao exclusivamente a este gene, e abordarao

estes aspectos em detalhes.

2.2 Catecolamina-O-metiltransferase (COMT): uma visao geral

Em 1957, Axelrod demonstrou a in vitro € in vivo a existéncia de uma enzima
capaz de realizar a O-metilacio de catecolaminas em mamiferos e deu inicio a uma série de
trabalhos investigando esta nova enzima, a catecolamina-O-metiltransferase (EC 2.1.1.6)

(Axelrod, 1957).

No ano seguinte, seu grupo descreveu pela primeira vez algumas propriedades
desta enzima que € capaz de transferir o grupo metil do cofator enzimatico SAM para o
grupo hidroxila na posi¢do 3 da epinefrina e de outros catecdis. Verificaram que ela era
capaz de O-metilar todos os substratos examinados contendo um nicleo de catecol,
incluindo os seguintes compostos fisioldgicos: noradrenalina, dopamina, 3.4-
dihidroxifenilalanina, 3,4-dihidroximandélico, bem como muitos catecdis sintéticos.
Verificaram, também, que todos os o6rgdos examinados (figado, pulmao, rins, baco,
intestino delgado, cérebro, coracdo, glandula salivar, hipdfise, pancreas, aorta, e veia cava
inferior), exceto o musculo esquelético, sdo capazes de O-metilar as catecolaminas. Ainda,
a COMT foi encontrada em todas as espécies de mamiferos estudadas, incluindo o homem,
macaco, vaca, porco, rato, camundongo, porquinho da india, gato, e coelho. (Axelrod et al.,

1958).

Ainda em 1958, demonstram que a O-metilagdo de catecolaminas pela COMT ¢é
a via principal de metabolismo da epinefrina e norepinefrina, e dd origem a metabdlitos

derivados contendo um grupo éter-metil na hidroxila fenélica na posi¢do meta em relacdo a
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cadeia lateral do substrato, os quais sdo chamados de metanefrina e normetanefrina,
respectivamente. A extensdo da conversdo em seus metabdlitos fisiologicamente inativos
indicava ser a COMT a principal enzima envolvida na metabolizacdo destas catecolaminas

em humanos (Axelrod e Tomchick, 1958).

A partir de entdo, inimeros estudos foram conduzidos na drea bdsica visando
caracterizar esta enzima, e jd indicavam que a hereditariedade desempenha um papel

importante na determinagao da atividade da COMT.

Em 1977, Weinshilboum & Raymond investigaram a atividade da COMT no
sangue um uma populacdo selecionada aleatoriamente, e em 201 familiares de primeiro
grau. A distribui¢do da atividade da COMT na populagdo selecionada aleatoriamente foi
aparentemente bimodal, mostrando que 23% tinha baixa atividade da COMT. Os resultados
das anélises da atividade da enzima sangue de parentes de primeiro grau foram segregados
e mostram-se compativeis com um padrao de heranga autossOmica recessiva, mostrando

também uma aparente distribui¢do bimodal (Weinshilboum e Raymond, 1977).

Com base nesses achados de que a atividade da COMT € herdada de forma
autossOmica recessiva, o0 mesmo grupo de pesquisa publicou na Science, em 1979, dados
que mostravam que a meia-vida média da COMT em lisados de eritrécitos de individuos
com baixa atividade enzimatica foi significativamente inferior do que a de individuos com
elevada atividade enzimadtica. Levantando, pela primeira vez, a hipétese de que a estrutura

genética do locus da COMT poderia afetar a atividade da enzima (Scanlon et al., 1979).

Os primeiros estudos também ja indicavam a existéncia de pelo menos duas
isoformas principais: uma solivel (S-COMT) e uma ligada 8 membrana (MB-COMT). No
entanto, por um longo periodo nio ficou claro se as duas enzimas representavam, na
verdade, espécies distintas de proteinas com diferentes sitios intracelulares ou se a MB-

COMT era o resultados da ligacdo nao especifica da S-COMT a membrana celular.

Apenas em 1980, Roth investigou a capacidade de metilacdo das duas formas

desta enzima utilizando norepinefrina e dopamina como substratos, e verificou que, no
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cérebro humano, a maior parte de sua atividade enzimatica é resultado da acdo da MB-
COMT. Estes foram os primeiros resultados que indicavam fortemente que era pouco
provavel que a atividade enzimdtica da MB-COMT fosse o resultado de um artefato de

ligacdo da S-COMT a membrana celular (Roth, 1980).

Em 1988, as atividades da MB-COMT e S-COMT em diferentes regides do
intestino delgado humano e de rato foram determinadas. A S-COMT foi a forma
predominante tanto na camada mucosa como na muscular, sendo duas vezes mais elevada
na primeira do que na segunda. A atividade de MB-CONT foi praticamente igual nas
diferentes regides do intestino, bem como nas camadas mucosa e muscular. No entanto, a
propor¢dao da forma soluvel para a forma ligada 2 membrana foi de cerca de um nas

camadas musculares do jejuno e ileo humanos (Nissinen et al., 1988).

Muitos estudos na drea basica almejando caracterizar as duas isoformas desta
enzima continuaram sendo conduzidos, mas o grande interesse pela COMT foi reaceso no
inicio da década de 1990, quando as estruturas das duas principais isoformas e o gene desta
enzima foram caracterizados e cDNAs da COMT foram clonados em ratos, porcos, e

humanos.

Em 1990, a sequéncia codificadora da COMT fo1 determinada a partir de cDNA
de rato, e bibliotecas gendmicas foram rastreadas com sondas de DNA e anticorpos
especificos. A fase de leitura aberta consistiu de 663 nucleétidos que codificaram para um
polipeptideo de 221 aminodcidos com peso molecular estimado em torno de 25 kDa.
Nenhuma sequéncia clara de sinal hidrofébico, dominios de ligagdo a membrana, ou
potenciais sitios de N-glicosilagdo foram encontrados nesta seqiiéncia. A identidade do
clone e a precisdao da sequéncia foram verificados por sequenciamento direto dos peptideos
tripticos derivados da purificacdo da enzima de figado de rato. O ponto de inicio da
transcricdo do mRNA foi identificado 450 pb acima do cddon de inicio da tradugdo, € um
putativo sinal de poliadenilacdo (ATTAAA) foi encontrado na regido 3'UTR. O tamanho
previsto do produto da transcri¢do foi de 1,8-2,0 kb, o que pdde ser confirmado por

Northern blot. Um polipeptideo de 25 kDa também pdde ser imunoprecipitado com
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anticorpo anti-COMT a partir da tradugdo in vitro de mRNA de figado de rato. Por fim,
utilizando DNA blotting os autores encontraram apenas um gene de codificacio da COMT

no genoma de rato (Salminen et al., 1990).

No ano seguinte, Bertocci et al. produziram anticorpos monoclonais contra a S-
COMT utilizando uma preparacao purificada da enzima de figado de porco como antigeno.
Os anticorpos monoclonais selecionados puderam reconhecer a enzima de trés diferentes
métodos. Neste estudo, além de sequenciarem parte dos fragmentos polipetidicos através do
método de degradacdo de Edman, os autores puderam identificar as isoformas solivel e

ligada a membrana da enzima (Bertocci et al., 1991).

Ainda em 1991, clones de cDNA da COMT foram isolados a partir de uma
biblioteca de cDNA de placenta humana utilizando oligonucleotideos sintéticos como
sondas. Os quatro clones isolados continham uma fase de leitura aberta que potencialmente
codificava para um polipeptideo de 24,4 kDa, e presumivelmente, correspondiam a forma
citoplasmética da COMT. Além das sequéncias de S-COMT, dois dos clones carregavam
extensoes na extremidade 5' que codificavam para uma extensdo de 50 aminodcidos além
da fase de leitura aberta da S-COMT. Esta sequéncia continha aminodcidos hidrofébicos na
sua regido amino-terminal. O polipeptideo deduzido da COMT humana apresentou 80% de
similaridade com a COMT previamente caracterizada em ratos. A expressdao de um dos
clones em células humanas K-562 resultou em um aumento de 3 a 10 vezes na atividade da
enzima. Traducdo livre de células de transcritos sintetizados in vitro a partir de um dos
c¢DNASs mais curtos produziu um produto de 26 kDa, de tamanho semelhante a S-COMT.
A traducdo de transcritos a partir de um dos cDNAs mais longos deu origem a
polipeptideos de 30 e 26 kDa, sugerindo que a inicia¢do da traducdo se da a partir de dois
diferentes codons. A proteina de 30 kDa, mas ndo a de 25, associou-se as membranas
celulares nos lisados de traducdo. Um putativo sinal de poliadenilagdo (AATTAA) foi
detectado nas extremidades 3' dos dois clones, 265 nucleotideos além do cdédon de
terminacdo de tradu¢do. O RNA blotting revelou um transcrito COMT-especifico de 1,5 kb

de comprimento. As andlises do DNA sugeriram que as células humanas, bem como as
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caninas, as de ratos, e as de macacos, contém apenas um gene para a COMT (Lunstrom et

al., 1991).

A partir deste ponto, a aplicacao das técnicas de hidridizacdo in situ e de célula
hibrida, o gene da COMT humana pode ser localizado. Em 1992, Grossman et al.
utilizaram primers gerados a partir da sequéncia conhecida de cDNA de rato, e realizaram a
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para produzir fragmentos de DNA correspondentes
a sequéncia completa de codificagdo do gene de rato. Com este fragmento como sonda,
hibridizaram o DNA a partir de dois painéis constituidos de células sométicas hibridas de
humanos/roedores e humanos/hamster contendo vdrias translocacdes e delegdes para refinar
a localizacdo cromossomica do gene da COMT humana. A analise por Southern blot
mostrou que este gene estd localizado no cromossomo 22qll.I-q11.2, uma regido de DNA
para a qual vdrias sequéncias andnimas de DNA, mas até entdo nenhuma proteina estrutual,

havia sido atribuida (Grossman et al., 1992).

Em 1993, Tenhunen et al. puderam descrever a estrutura do gene COMT de
ratos e a sua sequéncia flanqueadoras 5'. Descreveram que o gene abrange pelo menos 13
kb e é composto de cinco éxons, o primeiro ndo codificador. Os dois cédons ATG de
iniciacdo da tradugdo — da MB- e S-COMT - encontram-se no segundo éxon. O gene
expressa duas espécies de mRNA — de 1,6 e 1,9 kb — que tém diferente distribui¢do nos
tecidos. A expressdo dos transcritos € regulada por pelo menos dois promotores, P1 e P2. O
promotor P1 expressa o transcrito menor de um modo tecido-especifico e estd localizado
entre os codons ATG na regido codificadora do transcrito mais longo. O promotor P2 €
constitutivo e responsavel pela expressdao do transcrito mais longo. O mRNA mais curto
produz apenas o polipeptideo S-COMT, enquanto o mais longo é capaz de sintetizar ambas

as isoformas da enzima (Tenhunen e Ulmanen, 1993).

Ainda no mesmo ano, o mesmo grupo de pesquisadores demonstrou que o
promotor P2 controla a expressao de transcritos altternativos de 1,9 kb que diferem por uma
regido de 27 nucleétidos imediatamente acima do cédon MB-AUG. A presenca desta

sequéncia altera o nucledtido na posicdo -3 de G para C, mudando desse modo o contexto
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de iniciacdo da traducdo deste cédon. Experimentos de expressio em células COS-7,
utilizando os cDNAs de comprimento total da COMT, mostraram que esta alteragcao afeta a
iniciacdo da traducdo do MB-AUG e consequentemente altera as quantidades relativas de
polipeptideos MB- e S-COMT produzidos. Nenhuma clivagem proteolitica da forma de
MB-COMT para S-COMT foi detectada in vitro ou in vivo. Os autores concluiram que os
mRNAs de 1,9 Kb sdo bifuncionais e capazes de produzir tanto o polipeptideio MB-COMT
como o S-COMT, através de um mecanismo chamado de leaky scanning de iniciacdo da

traducdo (Tenhunen et al., 1993).

A seguir, Tenhunen et al. isolaram fragmentos de DNA gendmico humano
contendo a sequéncia do gene da COMT e analisaram a estrutura éxon-intron por
sequenciamento, PCR e comparacdo com as sequéncias de cDNA humano da COMT.
Verificaram que o gene contém seis exons, sendo os éxons 1 e 2 ndo-codificantes. Os
codons de iniciacdo da traducdo da MB-COMT e S-COMT estao localizados no éxon 3.
Dois transcritos COMT-especificos distintos, de 1,3 e 1,5 kb, foram detectados em vérios
tecidos humanos e linhas celulares. Diferentes quantidades do RNAm mais curto da COMT
nos tecidos estudados sugerem uma regulacio tecido-especifica, em nivel transcricional. O
mapeamento das extremidades 5' dos mRNAs da COMT mostrou que a transcri¢do se inicia
em duas regides de DNA separadoas, as quais sdo precedidas por sequéncias de promotores
funcional. O promotor proximal (Pl), que se localiza entre os dois codons de iniciacdo da
traducdo e se estende por aproximadamente 200 bp acima do codon de iniciagdo MB-AUG,
da origem ao mRNA de 1,3 kb da S-COMT. O promotor distal (P2) esta localizado em um
fragmento de DNA a frente e parcialmente sobreposto a regido de inicio da transcri¢do do
transcrito de 1,5 Kb, sugerindo que este promotor controla a expressao do mRNA da MB-

COMT (Tenhunen et al., 1994).

A distribuicio da COMT em vdrios tecidos de ratos também foi investigada
ainda no mesmo ano. A coloragdo por imunohistoquimica indicou a presenca da COMT na
maioria dos tecidos. A coloragdo foi mais intensa no figado e no rim, mas o trato
gastrointestinal, células epiteliais do estdmago, o duodeno, e o ileo também foram

imunorreativos para COMT. No pancreas, a imunorreactividade foi encontrada nas células
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p produtoras de insulina e células D produtoras de somatostatina, mas nao nas células a
produtoras de glucagon nas ilhotas de Langerhans. Na glandula pituitéria,
imunorreatividade foi encontrada em células de fenda, em pituitdcitos dos lobos posterior e
anterior, e em parte, nas mesmas cé€lulas contendo hormonio luteinizante. Em outros 6rgdos
enddcrinos, imunorreatividade foi encontrada em células epiteliais da glandula tire6ide e na
zona glomerulosa do cértex da adrenal. No cérebro, a imunofluorescéncia foi mais brilhante
em células ependimais dos ventriculos cerebrais e do plexo cordide. Os autores concluiram
que a ampla distribuicdo da COMT em diversos tecidos sugere um papel importante para

esta proteina na inativacdo de compostos contendo catecol (Karhunen ez al., 1994).

Ainda 1994, um grande interesse pela COMT gracas a sua promissora
possibilidade de efeito no tratamento da doenga de Parkinson em combinag¢do com a
levodopa, Vidgren et al. publicaram na Nature o primeiro estudo predizendo a estrutura
cristalina da COMT em uma resolugdo de 2.0A. A enzima tem um tdnico dominio de
estrutura o/p dobrada, no qual oito a-hélices estdo dispostas em torno do eixo B central. O
sitio ativo da COMT consiste no dominio de ligagdo ao co-fator SAM e no sitio catalitico
em si. O motif de ligacdo do sitio do SAM tem caracteristica comum a muitas proteinas
que se ligam a nucleotideos. O sitio catalitico é formado por poucos aminoacidos que sdo
importantes para a ligacdo do substrato, agua, Mg2+, e para a catdlise da O-metilacdo.
Pr6ximo a um dos grupos hidroxila do substrato, hd um residuo de lisina que aceita o
proton da hidroxila, permitindo a transferéncia do grupo metil do SAM para a hidroxila.
Além disso, os residuos ‘gatekeepers’ Trp38, Trpl43, e Prol74, que formam a "parede"
hidrofébica e definem a seletividade da COMT para com as diferentes cadeias laterais do
substrato, participam diretamente da reacdo de metilacdo, mantendo o anel de catecol em

posicdo correta (Vidgren et al., 1994).

Em 1995, Lotta et al. caracterizaram cineticamente as isoformas da COMT
expressando-as em Escherichia coli e em células de inseto infectadas com bacilovirus. O
uso de inibidores fortes de ligacdo, como a entacapona, permitiu a estimaticdo das
concentracoes reais das enzimas e, desse modo, a comparagdo dos parametros de

velocidade, seletividade do substrato, e regiosseletividade de metilacio em ambas as
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formas da enzima. A cinética da reacdo de metilagcdo da dopamina, (-)-noradrenalina, L-
dopa, e do dcido 3,4-dihidroxibenzéico (DHBA), foi estudada em detalhe. O nimero
catalitico (Vi) da S-COMT foi um pouco mais elevado do que o da MB-COMT para
todos os substratos. Os valores de K, (constante de Michaelis) variaram
consideravelmente, dependendo tanto do substrato, como forma da enzima. A S-COMT
mostrou valores de K, cerca de 15 vezes moaiores para as catecolaminas do que a MB-
COMT. A principal diferenca entre as isoformas da enzima esteve na mais elevada
afinidade da MB-COMT para o co-fator SAM. As médias das constantes de dissocia¢do K
foram de 3,4 e 20,2 uM para MB-COMT e S-COMT, respectivamente. Com base nos
dados publicados por Vidgren et al. em 1994, os autores também modelaram as estruturas
cristatalinas dos substratos e sugeriram que o comportamento cinético dos diferentes
substratos pode ser explicado em funcdo da interacdo entre as estruturas da cadeia lateral

dos substratos e os residuios da enzima (Lotta et al., 1995).

Também em 1995, visando esclarecer a localizacio da COMT no cérebro,
Karhunen e al. investigaram sua ocorréncia no cortex cerebral, cortex cerebelar, e corpo
estriado de ratos foi estudada por imunomicroscopia utilizando anticorpo COMT-
especifico. Em todas as dreas, a imunorreactividade foi observada em astrdcitos e processos
neuronais. O produto da reacdo foi visto no citoplasma e em associagdo com as estruturas
tubulares dos processos dendriticos. Imunorreatividade também foi vista pos-
sinapticamente nas espinhas dendriticas e associada a membrana pds-sinéptica.
Imunoreac¢do forte também foi observada no citoplasma das células ependimais que
revestem os ventriculos, e nos tanicitos na eminéncia mediana. Os resultados sugerem que
as espinhas dendriticas pds-sindpticos e processos astrociticos s@o os locais de inativagdao

das catecolaminas pela COMT (Karhunen et al., 1995).

Ainda em 1995, o mesmo grupo de pesquisadores buscaram refinarar a
localizagdo da COMT no cérebro utilizando culturas primdrias em que os tipos de células
podusseem ser facilmente distinguidos com marcadores especificos. A imunoreactividade
da COMT foi estudada em culturas astrociticas primarias do cortex cerebral de ratos recém-

nascidos, e em culturas de neur6nios do cérebro de ratos com 18 dias de idade de ratos,
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usando anticorpos contra a COMT. Foram realizados estudos de coloracdo dupla com
marcadores especificos células sea distinguir astrdcitos, oligodendrdcitos e neurdnios.
Imunorreatividade para COMT colocalizou-se com o marcador especifico de
oligodendrécitos em células exibindo a morfologia oligodendrécitos, células planas
exibindo morfologia tipo 1 de astrdcitos e proteina glial fibrilar d4cida, em ramificacdes de
células exibindo morfologia de astrdcitos tipo 2, € nos corpos celulares de neurdnios, cujos
processos apresentaram imunorreatividade nos neurofilamentos. Western blots detectaram

ambas as proteinas solivel de 24 kDa e ligada a membrana de 28 kDa em culturas

neuronais e de astrocitos (Karhunen et al., 1995)

Em 1997, Reenila et al. analisaram bioquimicamente as atividades da COMT,
da monoamina oxidase B (MAO-B; uma enzima astroglial), da fosfodiesterase alcalina I
(PDE; um marcador de microglia/macréfagos) e da tirosina-hidroxilase (TH; marcador
neuronal catecolaminérgico), 1 a 3 dias apds a infusd@o de fluorocitrato, um composto
prejudicial aos astrocitos. Astrocitos, microglia, e neurbnios foram corados
imunohistoquimicamente com anticorpos especificos (contra proteina glial fibrilar 4cida,
0X-42 e TH, respectivamente) e com anticorpo contra COMT. Trés dias apds a infusdo de
fluorocitrato, a atividade da MAO-B foi reduzida, enquanto as atividades da COMT e PDE
foram aumentadas. A elevacdo na imunorreatividade da COMT co-localizou-se com células
da microglia, mas ndo com astrdcitos. Este foi o primeiro estudo relatando que as células da

microglia exibem atividade da COMT (Reenila et al., 1997).

Restava ainda esclarecer também a localizagdo intracelular das isoformas
solivel e ligada a membrana da COMT. Em 1997, Ulmanen et al. estudaram a expressao
das proteinas recombinantes da COMT, quer separadamente ou em conjunto, em linhas
celulares de mamiferos (HeLa e COS-7) e em neurdnios primarios de ratos. A distribui¢do
das isoformas da enzima foi visualizada por imunocitoquimica. Para comparacdo, a
localizacdo da COMT nativa foi estudada em células C6 de glioma de rato, por microscopia
imunoeletronica. A coloracdao das células expressando MB-COMT com um anticorpo
especifico para COMT revelaram imunofluorescéncia nas estruturas reticulares

intracelulares e na membrana nuclear. Dupla coloracdo das células com anticorpos contra
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as proteinas especificas do reticulo endoplasmético rugoso indicaram que a colocalizacio
da MB-COMT, sugerindo que esta isoforma reside no reticulo endoplasmitico.
Notavelmente, nenhuma fluorescéncia foi detectada nas membranas plasmadticas. A
fluorescéncia no reticulo endoplasmatico também foi evidente nas células que expressavam
ambas as formas recombinantes da COMT. Reacdo com a COMT intracelular nativa foi
detectada e um intenso sinal citoplasmatico foi observado nos neurdénios primarios
infectados com o virus recombinante Semliki Forest. As células expressando S-COMT
revelaram coloracdo nuclear intensa e imunorreatividade citoplasmatica difusa, sugerindo
que parte da S-COMT ¢€ transportada para os nucleos. Western blotting de figado e cérebro
de rato revelaram S-COMT nos nucleos. Ensaios de atividadde enzimdtica a partir das
fracOes hepaticas citoplasmatica e nuclear sugeriram que cerca de 5% da S-COMT reside
nos nucleos. A localizacdo intracelular de ambas as formas da COMT indica que a COMT
age no citoplasma e no compartimento nuclear, e que os substratos fisiolégicos de enzimas
COMT precisam ser internalizados antes de serem metilados pela COMT (Ulmanen et al.,

1997).

Na maioria dos tecidos humanos, ambas as formas de mRNA da COMT podem
ser encontradas e a expressdo da S-COMT prevalece sobre a MB-COMT. No cérebro
humano, porém, a expressio do transcrito de 1,5 Kb parecia ser, até recentemente,

exclusiva.

Em 1998, usando duas sondas marcadas alfa-32P, Hong er al. encontraram
apenas o transcrito de 1,5 kb em todas as 16 regides do SNC humano utilizando Northern
blots comercialmente disponiveis na época. A medula espinhal teve o maior, e a amigdala o
menor nivel de expressdo. As outras regides do SNC compartilharam um nivel semelhante
de expressdo. Este estudo mostrou que a expressdo do transcrito de 1.5 Kb, e
consequentemente da MB-COMT, € crucial para a atividade da COMT em todas as regides

do SNC humano (Hong et al., 1998).

Mais recentemente, Matsumoto et al. utilizaram hibridiza¢do histoquimica in

situ para determinar o perfil de expressao de mRNA de COMT no cértex pré-frontal, corpo
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estriado e mesencéfalo humanos. Os mRNAs de 1,5kb foram observados nos neurdnios
piramidais grandes e pequenos, em todas as camadas do cértex pré-frontal, bem como em
neurdnios médios e do corpo estriado. Os niveis de mRNA foram obviamente maiores nos
neur6nios do que em células da glia. O corpo estriado, o qual recebe grande carregamento
dopaminérgico, expressou niveis inferiores do mRNA em comparacdo ao cértex pré-
frontal. Os mRNAs também foram abundantes em células ependimais que revestem o0s
ventriculos cerebrais. No mesencéfalo, o mRNA foi detectado em neurdnios

dopaminérgicos, embora em niveis baixos (Matsumoto et al., 2003).

Em 2006, no entanto, Tunbridge et al. publicaram uma carta aos editores na
Molecular Psychiatry mostrando resultados preliminares da existéncia de uma forma
variante da proteina MB-COMT no cortex pré-frontal, de peso molecular de
aproximadamente 39kDa. Os dados preliminares de espectroscopia de massa ja

confirmavam ser esta uma forma variante da MB-COMT (Tunbridge et al., 2006).

Com base nesses achados preliminares, o mesmo grupo de pesquisa publicou,
no ano seguinte, o primeiro trabalho que identificou a ocorréncia de formas resultantes de
alternative splicing do mRNA da COMT no cérebro humano. Os autores utilizaram PCR de
transcri¢do reversa para detectar sistematicamente variacdes do mRNA da COMT no cortex
pré-frontal humano. A identidade dos amplicons foi confirmada por sequenciamento, e suas
distribuicdes regionais e 30 regides nao traduzidas foram caracterizadas por meio de RT-
PCR. Foram detectadas 7 variagdes do mRNA da COMT, resultantes de inser¢des e
delecdes no transcrito conhecido da COMT cerebral. Varias das variantes alteraram a
seqiiéncia codificadora prevista. Trés destas variantes correspondem a sequéncias existentes
na base de dados Aceview e puderam ser confiavelmente amplificadas. O restante ndo
correspondeu a nenhuma expressed sequence tag e foram amplificados apenas uma vez. Os
resultados deste trabalho revelam uma complexidade adicional na biologia da COMT, e os
produtos alternativos deste gene podem ser de importancia funcional significativa

(Tunbridge et al., 2007).
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2.3 Variacoes genéticas da COMT

O locus do gene COMT contém multiplos SNPs com frequéncia do alelo raro
maior do que 1% (SNPs comuns; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projetos/SNP). A maioria
deles estdo localizados em regides ndo codificadoras e ndo tém uma 6Obvia conseqiiéncia
funcional (como afetar a expressao de mRNA ou alterar a sequéncia de aminodcidos da

proteina).

Recentemente, o complexo padrdao de variagdo e desequilibrio de ligacdo
(associagdo alélica ndo aleatoria) no gene da COMT foi estudado em 45 populacdes
humanas utilizando 28 SNPs. Verificou-se que haplétipos comuns (conjuntos de alelos de
SNPs associados) de diversas linhagens evolutivas potencialmente ainda escondem

varia¢Oes nao detectadas com consequéncias funcionais (Mukherjee et al., 2010).

Certamente, o SNP mais estudados no gene COMT € o rs4680, também
conhecido como Vall58Met. Este polimorfismo provoca uma substituicio de uma valina
(Val) por uma metionina (Met) na posi¢do de aminodcido 158, levando a uma reducdo de
trés a quatro vezes na atividade da enzima (Lotta et al., 1995). O alelo Met esta associado
com baixa atividade enzimatica e estabilidade de proteina (Lotta et al., 1995; Lachman et

al., 1996; Weinshilboum, 2006).

A analise de desequilibrio de ligacdo no gene da COMT revela a existéncia de
trés haploblocos na maioria das popula¢cdes humanas (http://hapmap.ncbi.nlm.nih.gov), o
que € consistente com o previamente sabido que, usualmente, trés a quatro haplétipos
comuns cobrem toda a variacdo genética ao longo de cada haplobloco (Gabriel et al.,

2002).

Em 2005, Diatchenko et al. descreveram trés haplétipos da COMT muito
comuns consistindo de quatro SNPs (rs6269, rs4633, rs4818 e rs4680-Vall58Met) cobrindo
a regido do intron 2 ao éxon 4, e representando 96% do todos os hapldtipos observados.

Eles foram identificados como haplétipos de baixa (LPS), média (APS), e alta sensibilidade
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a dor, e também se correlacionaram fortemente com mudangas na atividade da enzima (até

20 vezes de diferenca) (Diatchenko et al., 2005).

Curiosamente, o haplétipo APS, que contém o alelo Met, esta correlacionado
com um nivel apenas intermedidrio de atividade da enzima, enquanto que o alelo Val,
dependendo da combinacdo com os alelos dos outros trés SNPs, correlaciona-se com
atividade da COMT muito alta ou muito baixa. Tal fato pode ser explicado por alteracoes
causadas na conformagao da estrutura secundaria do mRNA em fung¢ao da troca de alelos, o

que pode ser permissivo ou restritivo para a traducdo de COMT (Nackley et al., 2006).

A estrutura secundéria corresponde ao emparelhamento bidimensional de
nucledtidos dentro de uma sequéncia de mRNA, que resulta na formagao de dobras, caules,
e loops caracteristicos que influenciam a taxa de sua tradu¢do em proteina. Ambos 0s
haplétipos LPS e HPS incluem o alelo Val, mas o haplotipo HPS tem efeito restritivo sobre
a traducdo da enzima e metaboliza 11,4 vezes menos catecolaminas do que o haplotipo LPS

num ensaio de cultura de células (Nackley e Diatchenko, 2010).

Um estudo recente do mesmo grupo investigou o efeito de SNPs mais raros da
COMT (com freqiiéncias alélicas menores que 1-5%) sobre a atividade enzimtica
haplétipo-dependente. Os resultados de experiéncias in silico e in vitro mostraram que a
inclusdo de SNPs mais raros nos haplotipos previamente descritos ndo modifica a
dobragem do mRNA, sua transcri¢do, a tradu¢do da proteina, ou atividade enzimaitica

(Nackley et al., 2009).

Assim, € possivel supor que SNPs adicionais da COMT, sin6nimos ou nao
sindbnimos, sdo marcadores de haplétipos funcionais em vez de colaboradores
independentes para a atividade da COMT (embora alguns deles possam ter efeito funcional
independente através de mecanismos alternativos ainda desconhecidos). Imaginando que
estes haplétipos sdo expressos no cérebro, com os mesmos niveis de expressao e atividades,
homozigotos para o haplétipo LPS sdo capazes de metabolizar catecolaminas de forma
mais eficiente, e presumivelmente, tém reduzida neurotransmissdo dependente de

catecolaminas (Voelker et al., 2009).
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2.4 Contribuicao da COMT para os diferentes tipos de dor em humanos

Durante a ultima década, as variacOes genéticas da COMT foram
extensivamente testadas em estudos de associagdo com fendtipos complexos, tais como
transtornos mentais (Hosak, 2007), funcdes cognitivas (Heinz e Smolka, 2006), e estresse
(Derijk, 2009). O efeito modulador de SNPs funcionais, marcadores informativos, e/ou
haplotipos sobre diferentes fendtipos relatados em mais de 200 publicacdes no PubMed,
reforcam o papel fundamental da COMT para as fungdes do cérebro e susceptibilidade a
comprometimento da fun¢do. Uma vez que a dor humana tem componentes integrados
(sensorio-discriminativo, aversivo-afetivo e cognitivo-avaliativo) nos diferentes dominios
afetados pela COMT, este gene tornou-se um candidato "padrdo ouro" em estudos de
associacdo genética de dor humana buscando explicar a variabilidade interindividual na

percepcao, persisténcia, e sensibilidade a dor, assim como na eficacia analgésica.
2.4.1 Estudos de imagem

Zubieta et al. em 2003 testaram a hipétese de que um variante genética
funcional poderia afetar ndo s6 a proteina codificada pelo gene em questdo, mas também
poderia contribuir para a resposta de todo um sistema em geral. Eles examinaram a
influéncia do SNP Vall58Met na modulacido das respostas ao desafio de dor prolongada
(infusdo de solu¢do salina hipertdnica), utilizando a tecnologia de PET (tomografia por
emissao de positrons), e encontraram que os individuos com genétipo Met/Met reportaram
maiores graduacdes da dor sensorial e afetiva e exibiram densidade regional mais elevada
de receptores p-opidides no cérebro. Efeitos opostos foram observados nos homozigotos
Val. Os autores concluiram que a COMT influencia a experiéncia humana de dor e pode ser
a base das diferencas interindividuais na adaptacdo e respostas a dor e outros estimulos

estressantes (Zubieta et al., 2003).

Recentemente, foram publicados mais dois estudos de imagem sobre o efeito do
mesmo SNP da COMT sobre a modulac@o da dor. Mobascher ef al. investigaram o impacto
do polimorfismo Vall58Met na resposta dependente do nivel de oxigénio no sangue

(BOLD) ao estimulo doloroso provocado por laser, utilizando imagens de ressonincia
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magnética funcional. Mais uma vez, o alelo Met esteve associado com maior resposta
BOLD no coértex cingulado anterior, validando o efeito da COMT no processamento

cerebral da dor (Mobascher et al., 2010).

Lee et al. examinaram o efeito modulatério do Vall58Met da COMT em
interacdes neuronais indicado por forcas de conectividade usando EEG, e confirmou os

achados anteriores de imagem (Lee et al., 2011).

A neuroimagem oferece uma abordagem poderosa para avaliar atividade
neuronal funcional, e medidas neurofisiologicas podem servir como fendtipos
intermedidrios em andlises de associacdo, especialmente no que diz respeito a pequenos
efeitos genéticos em comparacdo a parametros comportamentais de disfuncdes neuronais

(Xu et al., 2006).
2.4.2 Sensibilidade a dor experimental

O SNP funcional Vall58Met da COMT foi investigado em relacdo a resposta a
dor experimentalmente evocada. Uma contribui¢do género-especifica para a variabilidade
na sensibilidade a dor fria de curta duragdo foi encontrada em caucasianos, mas nao em
outras ragas (Kim et al., 2006), e ndo foi confirmado em estudos posteriores sobre a

percepcao da dor térmica (Birklein ef al., 2008; Potvin et al., 2009).

Andlise por haplétipos utilizando os trés haplétipos funcionais comuns
descritos previamente (LPS, APS ou HPS), revelou a associacdo com uma medida global
de sensibilidade a dor derivada das respostas dos individuos aos estimulos nociceptivos
térmico, isquémico, e de pressdo. Aparentemente, portadores de alelos especificos destes
haplétipos mostram associagdes diferentes com estimulos especificos de evocagao de dor,
sendo que homozigotos LPS tiveram a menor, homozigotos APS tiveram a média, e
heterozigotos e APS/HPS tiveram a maior resposta a dor em termos de limiar e tolerancia.
No entanto, apenas o SNP Vall58Met, mas nao os haplotipos funcionais, esteve associado
com o indice de somacgdo temporal da dor ao calor, sugerindo que os polimorfismos

genéticos funcionais da COMT podem afetar diferencialmente a percep¢do da dor
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experimental; no entanto, o natureza desta observacdo ainda ndo estd clara (Diatchenko et
al., 2006). Sand et al. sugeriram que a falta de efeito direto do SNP Vall58Met sobre a
tolerncia a dor experimental pode ser explicada por formas alternativas de transcritos do

gene da COMT (Sand et al., 2008).

Além disso, um estudo de EEG medindo os potenciais relacionados a eventos
em resposta a estimulos nociceptivos elétricos demonstrou que o alelo Met aumentou o
processamento cortical da dor apenas em pacientes com dor crénica, € ndo em pacientes
controle sauddveis. Os autores sugeriram que € possivel que a dor crOnica aumente a

sensibilidade genética a dor experimentalmente evocada (Vossen et al., 2010).
2.4.3 Dor musculoesquelética

Em um estudo sobre dor musculoesquelética aguda, homozigotos para o
haplétipo vulnerdvel a dor da COMT foram mais propensos a relatar dor moderada a severa
no pescoco apos colis@o de veiculo a motor, além de precisarem de mais tempo para a
recuperagdo fisica e emocional, indicando que a variacao genética da COMT afeta tanto a

resposta somdtica como a psicoldgica nos portadores deste haplétipo (McLean et al., 2011).

O SNP funcional da COMT, Vall58Met, parece nio ter efeito direto sobre a dor
musculoesquelética quando estudados isoladamente: ndao foi observada diferenca na
distribuicdo alélica entre os controles e 12 grupos diferentes com queixas de dor

musculoesquelética cronica em um grande estudo populacional (Hagen et al., 2006).

A dor musculoesquelética cronica disseminada parece ndo ser afetada pelas
variagdes genéticas da COMT (seja o SNP Vall58Met ou os haplétipos funcionais) em trés
estudos independentes recentes em populacdes caucasianas (Hocking et al., 2010; Jakobi et
al., 2010; Nicholl et al., 2010). Estes resultados negativos podem ser causados por
problemas no delineamento destes estudos, que utilizaram uma amostragem de
conveniéncia ao invés de criarem um coorte de pacientes com dor musculoesquelética

cronica disseminada com fendtipos continuos bem definidos.
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2.4.4 Fibromialgia

Fibromialgia, uma sindrome reumdtica idiopdtica cronica, € caracterizada por
sensibilidade a dor aumentada (dor difusa e pontos sensiveis), acompanhada por uma série
de sintomas psicolégicos, incluindo distirbios de humor e do sono. Fatores
neuroenddcrinos e genéticos desempenham um papel significativo na evolucdo desta
doenca, e os polimorfismos no gene da COMT sdo um dos principais contribuintes inatos.
Cohen et al. relataram que homozigotos para o alelo Met da COMT mostroram aumento da

sensibilidade a dor e no nimero de pontos sensiveis (Cohen et al., 2009).

Um estudo realizado em pacientes brasileiros com fibromialgia confirmou esse
achado e mostrou que os alelos raros de dois SNPs, rs4680 e rs4818, estiveram associados

com maior dor (Barbosa et al., 2012).

Vargas-Alarcon et al. relataram que mais um SNP isolado, rs6269, esteve
associado a fibromialgia e sintomas mais graves em uma populacdo de mulheres espanhola,
com sinal de associacdo mais fraco em uma coorte de mulheres mexicanas (Vargas-Alarcon

et al., 2007).

As variacdes genéticas da COMT parecem modular ndo s6 a dor, mas também
processos mal adaptativos de enfrentamento da dor em pacientes com fibromialgia:
homozigotos para o alelo Met experimentaram mais dor nos dias em que os escores de
aten¢do a dor e catastrofizagdo foram elevados (Finan et al., 2011), e um maior declinio no

efeito positivo em dias em que a dor esteve elevada (Finan ez al., 2010).

Estas descobertas apéiam a ideia de um papel para a COMT e as catecolaminas
em reatividade afetiva positiva a dor da fibromialgia, e em vias da cognicdo relacionadas a
dor em pacientes com esta sindrome. Os polimorfimos da COMT, em particular o
Vall58Met, podem ser util para a identificacdo de individuos susceptiveis a fibromialgia
(Matsuda et al., 2010), embora evidéncias confirmatdrias com base em grandes amostras de

pacientes com fibromialgia bem definidas ainda sejam necessdrias.
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2.4.5 COMT e cefaléia cronica

O SNP Vall58Met da COMT apresentarou distribuicdo alélica diferenciada
entre individuos com cefaléia e controles sauddveis, de modo que foi mais frequente no

primeiro grupo (Emin Erdal et al., 2001).

Este achado também foi observado em um grande estudo populacional: uma
prevaléncia mais baixa de dores de cabeca ndo-migraneas foi encontrada entre mulheres

homozigotas Val (Hagen et al., 2006).

Em outro estudo com uma amostra de pacientes com cefaléia limitada as
mulheres, a contribuicio do SNP da COMT para a expressdo fenotipica foi revelada: o
alelo Met esteve significativamente associado com maior intensidade de dor de cabeca, e
com uma maior incidéncia dos sintomas associados de nduseas e vomitos (Park er al.,

2007).

Ainda ndo ha estudos que investigem a associacdo dos haplétipos funcionais da
COMT em populagdes com cefaléia cronica até o momento. Uma vez que o efeito
previamente descrito destes hapldtipos sobre a atividade enzimdtica € mais profundo em
comparagdo a um unico SNP funcional, sua associacdo com as cefaléias cronicas pode ser
muito mais forte se o nivel de atividade da COMT for importante para o desenvolvimento

desta condigdo.
2.4.6 Dor pos-operatoria

Tanto o SNP Vall58Met como os haplétipos da COMT mostraram associacao
significativa com escores de dor pos-operatoria (respostas a dor clinica aguda) em modelo

de extragdo de terceiro molar (Kim et al., 2006).

Os haplétipos da COMT estiveram associados com maior melhora na
pontuacdo do indice de incapacidade de Oswestry em pacientes com doenca degenerativa
do disco, um ano apds a cirurgia (dor pés-operatéria cronica), sugerindo que a variagao da

COMT pode ter preditivo em termos de progndstico do tratamento (Dai et al., 2010).
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2.4.7 Dor e caracteristicas biopsicosssociais

Um estudo longitudinal prospectivo em pacientes com dor crOnica pds-
operatéria no ombro mostrou uma interacdo entre catastrofizacao dor e diplétipos da
COMT contribuindo para uma variancia adicional na classificacdo da dor pré-operatoria.
Além disso, essa interacdo teve validade preditiva, uma vez que pacientes com alta
catastrofizagdo da dor e baixa atividade da COMT foram mais propensos a relatarem dor

pos-operatéria moderada a grave (George et al., 2008).

Estes resultados foram confirmados em um modelo de dor experimental
induzida no ombro — uma interacdo entre catastrofizacdo da dor e dipl6tipos da COMT foi
o mais forte e tnico da classificacdao da dor apds 72 horas, indicando que os participantes
com alta catastrofizacdo da dor baixa atividade da COMT sdo mais propensos a relatarem

intensidades elevadas da dor (George et al., 2008).

Variagdes da COMT também ja foram previamente associadas a depressao
profunda e a resposta dos sintomas depressivos ao tratamento (Fijal et al., 2010). Um
estudo de 2009 mostrou que o haplétipo funcional da COMT LPS estd associado com os
indices de dor no baseline em pacientes do sexo feminino com transtorno depressivo
profundo (Perlis et al., 2009). No entanto, ainda ndo € claro se existe uma interacdo entre

COMT e depressao contribuindo para a sensibilidade a dor nestes pacientes.
2.4.8 Dor neuropdtica

Até o momento, ha apenas um tunico estudo publicado investigando o papel da
variagdo genética da COMT em sindromes de dor neuropatica. Armero et al. observaram
uma auséncia de associacdo entre o SNP Vall58Met e dor em um estudo caso-controle
usando um grupo caso misto com multiplos diagnésticos de dor neuropdtica (distrofia
simpatico-reflexa, causalgia, sindrome da cirurgia lombar falha, membro fantasma,
neuralgia de nervos periféricos, neuralgia de nervos cranianos e neuralgia pds-herpética)
(Armero et al., 2005). Nao fica claro, portanto, se este resultado negativo € em funcdo da

heterogeneidade da amostra, falta de dados genéticos para a investigacdo dos haplétipos
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funcionais, ou se de fato nao ha nenhum efeito da COMT sobre a susceptibilidade a dor

neuropatica.

Um estudo recente sobre o envolvimento do mesmo SNP no risco para
sindrome das pernas inquietas, que muitas vezes ocorre com dor neuropitica, teve
resultados semelhantes: ndo houve diferencas significativas na distribuicao deste SNP em

entre casos e controles (Mylius et al., 2010).

No entanto, existe uma possibilidade de que ambos os estudos apresentados
acima representem uma verdadeira correlagdo negativa entre a atividade da COMT e dor
neuropdtica, o que estaria de acordo com crescentes evidéncias de modelos animais sobre a

influéncia divergente da atividade da COMT em modelos de dor especificos.

Recentemente, um haplétipo funcional da COMT de ratos, [denominado +SINE
(Segall et al., 2010), ComtB2i (Kember et al., 2010), ou o alelo B (Li et al., 2010)] foi
descoberto por trés grupos de pesquisa independentes, e estes dados suportam os achados

de estudos de associagdo da COMT humana.

Linhagens de camundongos carregando o haplétipo ComtB2i tém aumento da
funcdo enzimadtica e tolerincia aumentada a dor em ensaios de dor térmica e quimica
induzidas, embora os testes de retracdo da cauda e de hipersensibilidade induzida por
injuria ao nervo falhassem em reproduzir a correlagdo estatisticamente significante (Segall

et al., 2010)(46).

Validagdo adicional foi encontrada em camundongos transgénicos e knockout
para COMT. Os camundongos knockout apresentam sensibilidade a dor térmica aumentada,
enquanto os animais transgénicos expressando COMT humana foram mais resistentes

(Papaleo et al., 2008).

Os dados de comportamento da dor disponiveis em diferentes linhagens de
ratos também mostram correlagdo entre elevada atividade da COMT e resisténcia a dor
induzida quimicamente, e sugerem que ratos também podem apresentar polimorfismos

funcionais da COMT. Linhagens puras de ratos Lewis Wistar t€m aproximadamente duas
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vezes mais atividade enzimdtica da COMT em lisados bioldgicos que linhagens puras de
ratos Fisher (Weinshilboum e Raymond, 1977; Weinshilboum et al., 1979; Goldstein et al.,
1980).

Ratos Lewis mostram diminui¢@o da sensibilidade a dor inflamatdria no teste de
formalina, onde uma solucio de formaldeido e formalina € injetada na superficie plantar da
pata traseira e o animal € observado durante 60 minutos (Lariviere et al., 2006). Da mesma
forma como os ratos de linhagens puras que carregamo haplétipo da COMT de elevada
atividade funcional, os ratos Lewis s@o mais resistentes a este tipo de dor quimica induzida

do que os ratos Fisher, que tém menor atividade da COMT.

Por outro lado, correlagdes contrdrias com estimulos de dor também j4 foram
relatadas. Por exemplo, ratos fémeas knockout para S-COMT demonstraram uma laténcia
significativa no teste de retracio da cauda em comparacdo aos animais wild-type

(Tammimaki et al., 2010).

Além disso, o mesmo padrio de relacdo foi observado em linhagens de ratos
puras com atividade da COMT diferentes. Por exemplo, os ratos Lewis com elevada
atividade da COMT foram significativamente mais sensiveis no teste de retracdo da cauda e
vocalizaram na maior parte dos testes em comparagdo aos ratos Fisher com baixa atividade

da COMT (Lariviere et al., 2006).

Ainda, os ratos Lewis levaram mais tempo que os ratos Fisher para se
recuperarem da dor neuropdtica induzida por constri¢do cronica do nervo ciatico (Herradon

et al., 2007; Herradon et al., 2008).

Uma vez que estes estudos em modelos de roedores apontem na dire¢do de
diferentes efeitos dos gendtipos da COMT em diferentes modelos de dor, estudos de
associacdo sobre as condicdes humanas de dor langcando mao dos haplétipos funcionais

podem de fato auxiliar na avaliacdo da contribuicio COMT para cada tipo de dor.
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2.5 COMT e as disfunc¢oes temporomandibulares

Ainda € um enigma porque individuos podem variar consideravelmente em suas
respostas as condi¢des clinicas que tém potencial aparentemente semelhante para causar
dor, um fendmeno que € freqiientemente observado na DTM (Slade et al., 2007). Na lista ja
apresentada de genes candidatos, a COMT e suas variagdes genéticas parecem contribuir

fortemente para as diferencas na percep¢ao da dor de DTM.

J4a em 1976, Marbach e Levitt (Marbach e Levitt, 1976) sugeriram um papel
para COMT nesta condi¢do quando relataram que pacientes com condi¢des de dor facial
compardveis a DTM mostravam aumento dos niveis urindrios de metabdlitos de

catecolaminas e exibiam atividade eritrocitica da COMT diminuida.

No primeiro estudo realizado para investigar a associacdo dos SNPs da COMT
com DTM, Diatchenko et al. (Diatchenko et al., 2005) identificaram que a presenca de até
mesmo um Unico haplétipo LPS diminui em até 2,3 vezes o risco de desenvolvimento de
DTM miogénica. Tendo também demonstrado que o haplétipo LPS produz niveis mais
elevados de atividade enzimdatica da COMT e que a inibi¢do da COMT em ratos resulta em
um profundo aumento na sensibilidade a dor, os autores sugeriram que os trés haplétipos
principais determinam a atividade da COMT em humanos, e correlacionam-se

inversamente com o risco de desenvolvimento de DTM.

Em 2009, nosso grupo de pesquisa investigou a associacdo entre € DTM, tendo
esta ndo sido identificada. Embora 633 mulheres tenham incluidas neste estudo, apenas o
SNP Vall58Met foi acessado, ndao sendo possivel, portanto, a abordagem por haplétipos

(Serrano, 2010).

O potencial das variagdes genéticas da COMT em mediar as relacdes entre
caracteristicas psicolégicas e risco DTM também ja foi investigado, e os efeitos das
caracteristicas psicoldgicas sobre o risco de desenvolver DTM nio lhes pode ser atribuido,

indicando que existem mecanismos etiolégicos distintos pelos quais caracteristicas
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psicoldgicas e vari¢des genéticas da do gene da COMT influenciam o risco de uma pessoa

desenvolver DTM (Slade et al., 2007).

Além de caracteristicas psicoldgicas, tratamentos ortodonticos foram vdrias
vezes citados como um fator potencialmente de risco para a DTM. Por isso, a relacdo entre
os gendtipos da COMT, tratamento ortodontico, e risco de DTM também foi investigada.
Esta andlise ilustrou perfeitamente um exemplo de interacdo entre gene e ambiente, uma
vez que o risco relativo de DTM associada ao tratamento ortodontico foi dependente de
uma variacdo do gene da COMT. Mais especificamente, o tratamento ortodontico ndo foi
associado ao maior risco de desenvolver DTM entre as pessoas com haplétipos resistentes a
dor, enquanto a associacao foi encontrada elevando acentuadamente o risco de DTM entre

os individuos com haplétipos sensiveis a dor (Slade et al., 2008).

Embora os mecanismos moleculares precisos pelos quais as variagdes genéticas
no gene da COMT afetam a atividade da COMT e, por consequéncia, condi¢des de dor
como a DTM ainda ndo sejam completamente desvendados, um destes mecanismos parece
ser através da alteracdo da estrutura secunddria do mRNA, como descrito previamente nesta

revisao de literatura.

Neste contexto, modelos animais ajudam no maior esclarecimento destes
mecanismos, uma vez que essas variagdes genéticas podem afetar ndo apenas a proteina
codificada pelo gene em questdo, mas também podem ter efeitos em cascata que

contribuem para a resposta global do sistema.

Em ratos, a ativa¢do cronica da neurotransmissdo dopaminérgica e receptores
D2, uma situacdo paralela a observada em homozigotos Met/Met (SNP 1s4680), reduz o
conteido neuronal de peptideos da encefalina e induz aumentos compensatorios nas
concentragdes regionais de receptores p-opidides em varias regides do cérebro (Steiner e

Gerfen, 1998).

Com base nisso, foi hipotetizado que também em humanos a hiperatividade do

sistema dopaminérgico induzida pela baixa funcdo da enzima COMT Met/Met estaria
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associada com uma menor capacidade de ativar a neurotransmissao p-opiéide em condicoes
provocadas em virtude de um menor conteido neuronal de encefalina. Zubieta et al.
detectaram que a magnitude da ativacdo do sistema p-opidide em resposta a um desafio de
dor foi menor em individuos Met/Met, assim como o aumento no potencial de ligacdo a
receptores p-opidides, confirmando que niveis varidveis de metabolismo de catecolaminas
induzidos pelo polimorfismo Vall58Met estio associadas a alteracdes na cascata de
respostas funcionais do sistema neurotransmissor p-opidide (Zubieta et al., 2003). Estes
resultados foram ainda validados por Jensen et al., que demonstraram sensibilidade a dor
aumentada em individuos Met/Met ao longo do tempo, apds a administracdo de opidides

exogenos (Jensen et al., 2009).

Outro mecanismo possivel é que a atividade reduzida da COMT, resultando em
niveis elevados de catecholamimas, tais como epinefrina, favoreca a producao de condi¢des
cronicas de dor através da estimulacdo de receptores B-adrenérgicos (BAR, do inglés beta
adrenergic receptors). Ao investigar esta hipotese, Nackley et al. relataram que aumentos
COMT-dependentes na sensibilidade a dor foram completamente bloqueados pelo
antagonista ndo seletivo B-adrenérgico propanolol, ou pela administragio combinada de
antagonistas seletivos B2 e f3-adrenérgicos, sugerindo que a sensibilidade a dor COMT-
dependente é mediada por processos de sinalizacdo coincidentes B2/3 adrenérgicos.
Portanto, pode-se sugerir que niveis elevados de catecolaminas, resultantes de atividade
reduzida da COMT, ativam os P2/3-ARs para produzir sensibilidade a dor aumentada

(Nackley et al., 2007).

Endossando o envolvimento da via simpatica B2/3-adrenérgica na percepcao da
dor humana, antagonistas BAR aliviaram significantemente a dor de alguns pacientes com
DTM e fibromialgia (Bhalang et al., 2004), sugerindo que os individuos carregando os
haplétipos APS e HPS e sofrendo com condi¢des cronicas de dor que resultam da baixa
atividade da COMT podem ser favorecidos pelo tratamento farmacolégico com agentes que

bloqueiam o sistema B-adrenérgicos.
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2.6 COMT e a medicina da dor

Um dos objetivos evidentes dos estudos de associagdo genética é aplicar
abordagens baseadas em genética no manejo personalizado da dor buscando prever a
resposta do individuo ao tratamento. Parte da variabilidade interindividual na terapia da dor
tem sido associada com polimorfismos genéticos, incluindo aqueles da COMT (QOertel e

Lotsch, 2008).

O SNP Vall58Met da COMT tem sido associado com menores doses de
morfina para se atingir analgesia em pacientes com dor de cancer: homozigotos para o alelo
Val precisam significantemente de mais morfina em comparacdo a heterozigotos ou

homozigotos para o alelo Met (Rakvag et al., 2005).

Outros SNPs da COMT podem também contribuir para este efeito uma vez que
a andlise de 11 variagdes no gene revelou uma correlagdo do haplétipo mais comum (34,5%
de freqiiéncia) com menores doses de morfina em uma coorte de doentes com cancer

(Rakvag et al., 2008).

Ross et al. relataram que um hapl6tipo menos freqiiente (cerca de 10%)
constituido a partir de SNPs no intron 1 da COMT (ndo incluindo os SNPs Vall58Met e os
relacioandos aos haplétipos LPS, APS e HPS) se correlacionou com os efeitos colaterais
centrais do consumo de morfina (sonoléncia, confusio, e alucinacdes), os quais compde a
razdo mais comum para ndo se obter analgesia adequada da morfina, impedindo o

escalonamento da dose (Ross et al., 2008).

Um estudo recente demonstrou que a sensibilidade aumentada aos estimulos
térmicos dolorosos repetitivos apdés uma dose Unica de opidceos foi influenciada pelo
polimorfismo Vall58Met, e homozigotos Met exibiram maior sensibilidade a dor. O efeito
foi observado apo6s a aplicacao de cinco estimulos, quando o sistema inibitério ja havia sido
sensibilizado, sugerindo que as diferencas relacionadas a COMT na resposta a analgésicos

pode ser mais evidente em pacientes com dor cronica (Jensen et al., 2009).
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Recentemente, pesquisadores de um estudo multicéntrico transversal
observacional em centros ambulatoriais de pacientes com dor de cancer analisaram a
influéncia de moduladores farmacogenéticos da dor atualmente conhecidos na terapia
opidide, incluindo o polimorfismo Vall58Met. Descobriram que os portadores do alelo Met
receberam maiores doses de opidides que ndo portadores (Lotsch et al., 2009). Este achado
contrdrio ao esperado talvez possa ser explicado pela heterogeneidade extremamente
elevada da amostra, pela impossibilidade de se avaliar o alivio atingido da dor, e pela
variedade de analgésicos opidides testados. E preciso considerar também que muitas das
variacOes genéticas relacionadas a dor sdo comuns (freqiiéncias alélicas de 10 a 50%), os
estudos de associacdo podem demonstrar resultados inconsistentes devido a presenca
simultdnea em um Unico individuo de vérios polimorfismos genéticos funcionais que
modulam especificamente os efeitos de analgésicos e atuam como fatores de
confundimento ou interacdo (Lotsch et al., 2009). Portanto, variacdes funcionais da COMT
tem um potencial significativo para influenciar a satide humana (Mantione et al., 2010),
desde que se controlem os fatores de confundimento em nivel de genotipagem e

fenotipagem no delineamento do estudo.

Além do efeito direto sobre o tratamento com opidides, os polimorfismos da
COMT podem também servir como preditores genéticos do resultado do tratamento da dor.
Um estudo piloto de Tchivileva et al. demonstrou o efeito dos haplotipos funcionais da
COMT na resposta a terapia de dor musculoesquelética cronica com propranolol: quando a
amostra de pacientes com DTM foi estratificada em funcdo dos haplétipos, um efeito
benéfico do propranolol na percepcdo da dor foi observado em pacientes que nao
carregavam o haplétipo LPS — relacionado a alta atividade da COMT —, um beneficio
reduzido foi observado nos heterozigotos, € nenhum beneficio foi observado nos
homozigotos LPS (Tchivileva et al., 2010). Este estudo é a primeira evidéncia de sucesso
na aplicacdo de genotipagem da COMT antes da terapia para identificar um subgrupo de

pacientes que poderd ser beneficiado por ela.

Por fim, a COMT pode interagir com outros fatores genéticos (através de

epistasia, ou interacdo entre genes) para afetar os resultados do tratamento de dor. Um
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estudo recente demonstrou que pacientes que eram heterozigotos para os alelos dos SNPs
Al18G do receptor opidide p e Vall58Met da COMT apresentaram analgesia pds-
operatdria por morfina muito melhor (consumo menor de morfina), e escores muito mais
baixos de ndusea e sedacdo, em comparacdo aos outros grupos genotipicos (Kolesnikov et
al., 2011). Este dado confirma a importincia de uma abordagem da interacdo entre os genes

na compreensdo dos mecanismos genéticos de analgesia, o que inclui o papel da COMT.
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3 PROPOSICAO

Este trabalho teve como objetivo inicial identificar novos polimorfismos no

gene da COMT associados a DTM.

A partir da identificacdo do SNP rs165774 (G>A), que por sua vez se localiza
em proximidade ao SNP rs165895 (T>C), ambos na regido 3’ ndo traduzida de um mRNA
alternativo da COMT ainda néo caracterizado, também foram nossos objetivos: (i) verificar
a expressdo deste transcrito em diferentes tecidos humanos e linhas de células; (ii) predizer
a estrutura cristalina da enzima codificada por ele; (iii) expressid-lo em um sistema celular e
comparar sua expressao relativa e atividade enzimatica as da isoforma convencional; e (iv)
verificar os efeitos dos SNPs rs165774 e rs165895 sobre a expressdo relativa e atividade

enzimatica deste transcrito.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Estudos de associacao
4.1.1 Delineamento do estudo e selecdo de individuos

Este estudo foi conduzido com base nos dados ji coletados a partir de duas
coortes, a primeira chamada de “COMT”, e a segunda, OPPERA (do inglés Orofacial Pain:

Prospective Evaluation and Risk Assessment).

A coorte “COMT” foi formada por 400 mulheres caucasianas da regido de
Chapel Hill (Carolina do Norte/EUA), das quais 105 eram portadoras de DTM. Detalhes da
composicio desta coorte encontram-se ja descritos na literatura (Diatchenko et al., 2005).
Resumidamente, esses dados consistem na determinacdo da sensibilidade individual a
estimulos dolorosos mediante diferentes modalidades (fendtipos intermediérios): (1) limiar
de dor a pressdao, em kPa, determinado utilizando-se um algébmetro de pressdo sobre os
musculos temporal e masseter, articulacdo temporomandibular, e superficie ventral dos
punhos, sempre bilateralmente; (2) limiar de dor e tolerancia de dor ao calor, utilizando um
dispositivo térmico controlado por computador colocado sobre a pele nas regides do
antebraco direito e dorso do pé direito; sendo que as voluntdrias classificavam verbalmente
a intensidade da dor de acordo com uma escala numérica de 0 a 100mm; e (3) limiar de dor
e tolerancia a dor isquémica, em minutos, que foram determinados pelo procedimento de
esforco submaximo com torniquete. Para avaliar a sensibilidade dolorosa de cada voluntéria
e conduzir as andlises estatisticas, uma medida unitiria de dor para cada fendtipo

intermedidrio foi gerada (z-score).

Casos de DTM foram definidos com base no Research Diagnostic Criteria for
Temporomandibular Disorders (Dworkin e LeResche, 1992). Brevemente, tinham que
atender a trés critérios: relato de dor frequente na regido de musculos da mastigagdo,
temporais, e/ou articulagdo temporomandibular durante os ultimos 6 meses (pelo menos 15
dias no més corrente, e 5 dias por més em cada um dos outros 5 meses); relato de dor

durante o exame clinico; e relato de dor em pelo menos trés musculos mastigatérios, ou
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pelo menos uma articulacao temporomandibular, em resposta a palpacao do examinador ou

manobras da mandibula.

As voluntdrias controle, por sua vez, tinham que exibir cada uma das cinco
caracteristicas a seguir: nenhum relato de dor frequente na regido de musculos da
mastigacdo, temporais, e/ou articulagdo temporomandibular nos dltimos 6 meses (nenhuma
dor no més corrente e nao mais do que 4 dias de dor por mé€s em nenhum dos outros 5
meses); ndo mais do que 4 relatos de cefaléia por més nos dltimos trés meses; nunca ter
sido diagnosticada com DTM; nunca ter usado aparelhos oclusais; e nenhum relato de dor

durante o exame clinico.

A coorte OPPERA também se encontra descrito em detalhes na literatura
(Maixner et al., 2011), sendo que os dados do estudo de caso-controle baseline ja estao
disponiveis para anélise, e parte deles j4 foi recentemente publicada (Fillingim et al., 2011;
Greenspan et al., 2011; Maixner et al., 2011; Maixner et al., 2011; Ohrbach et al., 2011;
Slade er al., 2011; Smith et al., 2011). Este estudo conta com um total de 3050 individuos,
homens e mulheres (n=1736), recrutados entre Maio de 2006 e Novembro de 2008 nas
comunidades e proximidades dos centros de saude académicos de Baltimore
(Maryland/EUA), Buffalo (New York/EUA), Chapel Hill (North Carolina/EUA), e
Gainesville (Florida/EUA), dos quais 166 foram inicialmente diagnosticados com DTM. Os
casos e controles foram definidos com base nos mesmos critérios descritos brevemente para
o coorte “COMT”. No presente estudo, apenas mulheres caucasianas foram incluidas nas

analises (n=969; 106 casos e 863 controles).

A OPPERA coletou dados de trés modalidades de fenotipos intermedidrios e ja
foram descritos em detalhes (Greenspan et al., 2011). Sucintamente, os dados de limiar de
dor a pressdao, em kPa, foram obtidos usando um algdmetro de pressdo sobre a porcao
central dos musculos temporal, masseter, e trapézio, sobre a articulacdo
temporomandibular, e sobre o epicondilo lateral, bilateralmente. A dor cutinea mecénica
foi acessada utilizando sondas de pressdo calibradas variando entre 8 a 512mN sobre o

dorso dos dedos 2 a 4; apds a determinacdo do limiar individual de dor, os individuos eram
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orientados a classificar a dor de acordo com uma escala numérica de 0 a 100 apds a
aplicacdo de um estimulo supra-limiar (limiar de dor), e apds a aplicacdo de uma série de
10 estimulos supra-limiares (somacdo temporal); os individuos também classificaram a
sensacdo tardia de dor 15 e 30 segundos apds o término da aplicagdo da série de 10
estimulos. A sensibilidade a dor ao calor foi acessada utilizando um estimulador térmico
disponivel no mercado (Pathway; Medoc, Ramat Yishai, Israel) e aplicando o estimulo no
ventre do antebraco; apds a determinag¢do do limiar individual de dor, uma série de 10
estimulos supralimiares (somag¢do temporal) eram aplicados, e o participante era instruido a
classificar a dor, utilizando a mesma escala; as sensacoes tardias de dor apds 15 e 30
segundos da aplicagdo dos estimulos também foi classificada. Para avaliar a sensibilidade
dolorosa de cada voluntaria e conduzir as analises estatisticas, uma medida unitaria de dor

para cada fendtipo intermedidrio foi gerada (z-score).

Para ambos os coortes, amostras de sangue foram coletadas de cada individuo e
foram genotipadas usando o Algyonomics Pain Research Panel (Algyonomics, Chapel Hill,
NC, EUA), uma plataforma utilizando a tecnologia Affymetrix MegAllele que permite
identificar 3295 SNPs representando 358 genes conhecidamente envolvidos nos sistemas
relevantes de processamento da dor (http://www.algynomics.com/pain-research-

panel.html).
4.1.2 Andlises genético-estatisticas de associacdo

Os testes de associagdo assumindo efeitos codominantes foram conduzidos
utilizando regressdo logistica (dados categdricos) ou linear (dados continuos) no software
PLINK [(http://pngu.mgh.harvard.edu/purcell/plink/; (Purcell et al., 2007)], considerando o
nimero de cdépias do alelo raro como a varidvel genética preditora e o status de DTM como
a varidvel dependente. Para corrigir para os diferentes sitios de recrutamento, varidveis
dummy foram introduzidas como covaridveis nas andlises de regressdo. A idade também foi
incluida como covaridvel. O erro tipo I adotado foi de 5%, com intervalo de confiancga de

95% (CI195%), e o efeito dos alelos foi determinado com base no odds ratio.
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4.2 Expressao da COMT em diferentes tecidos e células

Para detectar a expressdo da COMT, isoformas convencional e truncada,
extraimos o RNA total de diferentes linhas de células — BE(2)-C (CRL-2268; ATCC,
Manassas, VI, EUA), COS-1 (CRL-1650; ATCC), SY5Y (CRL-2266; ATCC), e H4 (HTB-
148; ATCC) — e de tecido da raiz do ganglio dorsal humano (fornecido pela Dra. Inna
Belfer, University of Pittsburgh, PA, EUA) utilizando RNeasy (QIAGEN, Valencia, CA,
EUA). As outras amostras de RNA total — lobo frontal, medula oblongata, insula, nicleo
acumbens, ponte, medula espinhal, tecido conjuntivo, e leucécitos — foram adquiridas da empresa

Clontech/Takara Bio (Moutain View, CA, EUA).

O RNA foi tratado com a enzima RNase free-DNase I (Promega, Madison, WI,
EUA) e lug do produto foi submetido a transcricio reversa com Superscript Il
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), sempre seguindo as orientagdes dos respectivos

fabricantes.

O cDNA produzido foi amplificado no sistema 7900HT Fast Real-Time PCR
(Applied Biosystems Incorporated, Foster City, CA, EUA), utilizando SYBR Green PCR
Master Mix (Applied Biosystems Inc.) e os primers forward e reverse, submetidos a 50°C

por 2 min e 95 C por 10 min, seguidos de 40 ciclos de 95 C por 15 seg, e 60 C por 1 min.

Os primers foram desenhados com base na sequéncia disponivel no GenBank
(isoforma convencional: EF103922; isoforma truncada: CR616943), sendo que o mesmo
primer forward foi utilizado para detectar as duas isoformas (primer forward: TTCGCTGG
CGTGAAGGA; primer reverse-isoforma convencional: ACGTTGTCAGCCAGTAGCAC
TGT; primer reverse-isoforma truncada: GGCTGAGGCTGACTGAATGG).

Os valores de Ct (do inglés cycle threshold) obtidos foram normalizados com
base na detecc@o do controle interno de expressao hRPL13a (do inglés human ribossomal

protein L13a) para andlise da expressao relativa das isoformas da COMT.
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4.3 Previsao da estrutura cristalina da isoforma truncada

No6s modelamos a isoforma truncada da S-COMT, a (T)S-COMT, utilizando o
método de dindmicas moleculares discretas de troca de réplicas (REXDMD, do inglés
replica-exchange discrete molecular dynamics) (Ding et al., 2008; Tsao e Dokholyan,
2010). Um modelo atomico inicial foi gerado mapeando sua sequéncia de aminodcidos
sobre a estrutura cristalina ja conhecida isoforma convencioanal (108V COMT, PDB:
3BWM) utilizando Medusa, uma ferramenta desenvolvida para o delineamento e
modelagem molecular de proteinas, que permite a exploracido simultinea da sua sequéncia

e de sua conformacao espacial (Ding e Dokholyan, 2006; Rutherford et al., 2008).

Os primeiros 154 residuos, que sdo idénticos aos da estrutura 3BWM (isoforma
convencional) foram condicionados as cadeias laterais. Os ultimos 30 residuos, exclusivos
para a isoforma truncada, foram deixados sem restricdes. Uma simulagdo de fusdo inicial
foi realizada para desnaturar a extremidade C-terminal. A partir deste modelo inicial, foi
realizada a REXDMD para 1x10° unidades de tempo. No6s utilizamos 15 réplicas, nas quais
a temperatura foi incrementada em 0,05 &/Kb, tal que a faixa de temperaturas variou de
0,30-1,00 &/Kb (usando um termostato de Andersen) (Andersen, 1980). A temperatura entre
quaisquer duas réplicas variou a cada 1000 unidades de tempo durante o decorrer da
simulacdo. Uma minimiza¢do adicional foi realizada a fim de remover quaisquer potenciais
conflitos estéricos e obter a estrutura final. A estrutura de menor energia representa o

modelo final de estrutura da isoforma truncada da COMT.

Apenas a estrutura cristalina da (T)S-COMT foi prevista uma vez que (1) além
de ja existir disponivel na literatura a bem estabelecida predi¢do da estrutura da isoforma
solivel convencional, (ii) para realizar a mesma predi¢do para a isoforma truncada ligada a
membrana, € necessdrio primeiro estabelecer a estrutura da isoforma convencional, o que se
torna bastante dificil em fun¢do da porcao da estrutura ligada a membrana. Apesar disso,
tentamos realizar esta predicdo, mas a estrutura obtida parece ser curta demais para

atravessar a membrana.
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4.4 Expressao dos clones e mutantes e caracterizacio da isoforma truncada

Clones da MB-COMT, S-COMT, e da isoforma truncada da MB-COMT
[(TYMB-COMT] em vetor pCMV-sport6 foram adquiridos da IMAGE clone collection
(Open Biosystems, Huntsville, AL, EUA), e os clones S-COMT e (T)MB-COMT foram
utilizados para criarmos o clone da isoforma truncada da S-COMT [(T)S-COMT]. Todos os
clones foram sequenciados para identificacdo dos haplétipos e dos alelos referentes aos
SNP 15165774 (G>A) e rs165895 (T>C). Todos os clones carregavam o haplétipo APS, o
alelo rs165774G (comum), e o alelo rs165895C (raro). Estes clones serdo chamados de

(T)MB- ou (T)S-COMT _rs165895C.

Assim sendo, o primeiro passo foi criar o mutante carregando apenas os alelos
comuns para os dois SNPs, que chamaremos de (7)MB- ou (T)S-COMT_comum. Para isso,
realizamos mutacao sitio dirigida no SNP rs165895, utilizando QuikChange Il XL Site-
Directed Mutagenesis (Stratagene, LaJolla, CA, EUA) e primers mutagénicos forward e
reverse (GTTTAGTAGAGATGGGGTCTCACCACATTGGCCAG e CAAATCATCTCT
ACCCCAGAGTGGTGTAACCGGTC, respectivamente), seguindo as orientagdes do
fabricante. Os primers foram desenhados utilizando a ferramenta disponivel no site da
empresa (http://www.genomics.agilent.com/CollectionSubpage.aspx?PageType=Tool&Sub
Page Typpe=ToolQCPD&PagelD=15).

Em seguida, utilizamos o mesmo método para criar os mutantes expressando o
alelo rs165774A (primer forward CTGCTGTTAGCAGCCAGACTAGGAGCACGAG e
primer reverse CTCGTGCTCCTAGTCTGGCTGCTAACAGCAG). Estes clones serdo
chamados de (T)MB- ou (T)S-COMT _raro.

Assim, ao final das transformacdes, dispinhamos dos seguintes clones: MB-
COMT: APS, 1s165774G, 1s165895T; (T)MB-COMT _comum: APS, 1s165774G,
1s165895T; (T)MB-COMT _raro: APS, rs165774A, rs165895C; (T)MB-COMT _rs165895C:
APS, 1s165774G, 1s165895C; S-COMT: APS, 1s165774G, 1s165895T; (T)S-
COMT _comum: APS, 1s165774G, rs165895T; (T)S-COMT raro: APS, r1s165774A,
15s165895C; (T)S-COMT _rs165895C: APS, rs165774G, rs165895C.

46



Células Be2C foram entdo cultivadas em meio préprio e plaqueadas em pogos
de 6 cm de diametro a 125.000 células/ml (2ml/pogo), e um dia apds o plaqueamento,
foram transfectadas (Lipofectamine; Invitrogen) seguindo as orientagdes do fabricante, em
cada uma das seguintes condi¢des: MB-COMT, (T)MB-COMT_comum, (T)MB-
COMT _raro, (T)MB-COMT rs165985C, MB-COMT + (T)MB-COMT_comum
(chamaremos de MB-Cotransfectadas), S-COMT, (T)S-COMT_comum, (T)S-COMT _raro,
(T)S-COMT_  rs165985C, S-COMT+T)S-COMT _comum (chamaremos de -

Cotransfectadas).

A transfeccdo de cada uma das condi¢des foi realizada em dois pogos
diferentes, sendo que a primeira colecdo de células foi destinada ao isolamento de RNA, e a
segunda, a lise celular para extracdo de proteinas. Como controle, utilizamos vetores
pCMV-sport6 vazios e células ndo-transfectadas. Trés transfec¢des independetes foram

realizadas.

Ap6s 36 horas de cada transfeccdo, a colecdo de células destinada ao
isolamento de RNA foi coletada em tubos de plastico (1,75ml) livres de RNAses e DNAses
com Iml de TRIZOL (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) e mantidas congeladas (-80C). Para
o isolamento do RNA, 200ul de cloroférmio foram adicionados a cada tubo, que foram, em
seguidas vortexados e centrifugados (12.000g, 15min, 4C). A fase aquosa da solugdo foi
transferida para novos tubos, e o RNA foi lavado e precipitado numa sequéncia de
centrifugacdo com isopropanol, e etanol 75% (12.000g, 10min, 4C), e ressuspenso em

agua.

O RNA isolado foi tratado com RNase free-DNase I (Promega), de acordo com
as instrug¢des do fabricante. Uma vez tratado, foi submetido a acdo da enzima transcriptase
reversa para obtencdo de cDNA, seguindo as orientacdes do fabricante (Superscript III;
Invitrogen). A fim de garantir a qualidade dos nossos resultados, foi sempre mantido um
controle negativo para cada colecdo de cDNA, que ndo recebeu foi submetido a acdo da

enzima.
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O cDNA produzido foi submetidas ao RT-PCR em triplicata (7900HT Fast
Real-Time PCR, Applied Biosystems Inc.) para andlise da expressdo relativa das diferentes
isoformas, utilizando SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems Inc.) e os
primers forward e reverse (TCGTGGACGCCGTGATTCAGG e AGGTCTGACAACGGG
TCAGGC, respectivamente) para deteccio da COMT total. As taxas de transcri¢do
encontradas foram normalizadas em fun¢do do produto da expressdo de um gene controle, o
GAPDH (primer forward: TGAACGTGGGCGACAAGAAAGGCAAGAT; primer
reverse: TGACCTTGTCCTTCACGCCAGCGAAAT).

Para a caracterizacdo da atividade enzimdtica, utilizamos a segunda colecio de
células de cada condicdo para obter os lisados celulares. As células transfectadas foram
lavadas com solugao salina tamponada com fosfato, coletadas em 200ul de solugdo tampao
(Tris ph 8.0, MgCl, 50mM e DTT 10mM) em tubos de plastico de 1,75ml, e imediatamente
congeladas para lise celular. Em seguida, foram descongeladas e centrifugadas (13.000g,
10min, 4°C) a fim de se eliminar os debris celulares, e o sobrenadante foi transferido para
novos tubos de plastico. Em seguida, a concentracdo de proteinas nos diferentes lisados
celulares foi determinada através do ensaio de BCA (Pierce, Milwaukee, WI, USA), de

acordo com as instrucdes do fabricante.

Por fim, realizamos o ensaio de atividade enzimatica utilizando um catecol base
como substrato, o DHBA, de acordo com o previamente descrito por Reenila et al. (Reenila
et al., 1995). Brevemente, 20ug de proteinas sdo incubadas em 250ul de solugdo tampao
contendo DHBA (Na,HPO, 100mM, MgCl, 20mM, SAM 20mM, e DHBA 10mM) a
37°C, por 30 minutos. Para paralisar a reagdo, sao adicionados 25ul de acido perclérico 4M
a reacdo, que ¢ entdo centrifugada (13.000g, 15min, 4C), e o sobrenadante é coletado por
filtragem em um novo tubo de plédstico. Apds a filtragem, nossas amostras foram
congeladas (-807C) e, em seguida, despachadas em gelo seco para o laboratorio do Dr.
Reenila, em Helsinki/Finlandia, onde foram submetidas a cromatografia liquida de alta
performance (HPLC, do inglés high performance liquid chromatography) para detecc¢io
dos metabdlitos. Os resultados obtidos, em picomol/minuto/mg de proteina, foram

normalizados para quantidades iguais de mRNA.
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A expressao relativa e a atividade enzimética obtidas a partir de cada uma das
condi¢des foram comparadas e analisadas estatisticamente utilizando ANOVA
unidirecional e pds-teste para comparagdes multiplas de Tukey, considerando-se 0.05 como

o nivel de significancia (GraphPad Prism, versdo 4.0).
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S RESULTADOS

5.1 Estudo de associacao

A Tabela 1 abaixo traz os resultados dos testes de associacdo obtidos no coorte
“COMT”. Existe forte efeito protetor do alelo rs/65774A sobre o fenétipo de DTM
(p=0.0053, 0.4<CI<0.85, STAT: -2.79), porém, nenhum efeito foi observado sobre os

fendtipos intermedidrios.

Tabela 1 — Resultado da associag@o entre o0 SNP rs165774 (G>A) e os diferentes fendtipos

investigados no coorte “COMT”.

FENOTIPOS - Numero de Al STAT p
individuos
DTM - 105 A -2.79 0.005263
INTERMEDIARIOS L .. Nuimero de
= (unidade de medida) Média (DP) individuos Al STAT P
§ L-Pressio (kPa) 205.9 (250.4) 356 A -0.1566 0.8756
w
§ 'g L-Calor (END) 20.5 (20.1) 384 A -0.1091 0.9131
Q
& % T-Calor (END) 30.6 (24.1) 384 A 0.6619 0.5084
S
5 L-Isquémica (min) 4.3 (6.3) 383 A -0.3521 0.7249
T-Isquémica (min) 6.9 (5.3) 383 A -0.1503 0.8806

Abreviacdes: Al, alelo raro; STAT, coeficiente de regressdo; P, valor de p do teste de regressio
logistica/linear; L, limiar; T, tolerincia; kPa, kilo-Pascal; END, escala numérica de dor; min,
minutos; DP, desvio padrao.
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A Tabela 2 traz os resultados dos testes de associa¢do obtidos no coorte
OPPERA. Os resultados nao mostraram associacdo entre o alelo rs165774A e DTM,
porém, multiplos fendtipos intermedidrios mostraram-se associados, de forma que o

referido alelo sempre apareceu protegendo contra a dor.

Tabela 2 — Resultado da associac@o entre o SNP rs165774 (G>A) e os diferentes fen6tipos
investigados no coorte OPPERA.

Numero de

FENOTIPOS - individuos Al STAT P

DTM . 106 A NA NA

(unidade de medidmy  MéU PP Gigilol AL STAT P

Z | L-Pressio (kPa) 267.7 (141.7) 969 A 1.867 0.0622
§§ UE-Mecanica (END) 12.9 (17.1) 969 A -2.186 0.02907
§ g_ STE-Mecénica (END) 13.5 (15.1) 969 A -0.6911 0.4897
" ; STA-Mecénica (END) 4.5 (10.9) 969 A -2.833 0.004705
= | STE-Calor (END) 46.3 (33.2) 969 A -1.825 0.06828
STA-Calor (END) 10.1 (16.5) 969 A -2.487 0.01304

Abreviacdes: Al, alelo raro; STAT, coeficiente de regressdo; P, valor de p do teste de regressdo
logistica/linear; L, limiar; UE, tnico estimulo; STE, somacdo temporal, STA, sensacdo tardia; kPa,
kilo-Pascal; END, escala numérica de dor; DP, desvio padrio.
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5.2 Expressao da COMT em diferentes tecidos e células

A Figura 1 abaixo ilustra os niveis de expressdo relativa das isoformas

convencional e truncada da enzima COMT.

Expressao Relativa da COMT

107 M Isoforma convencional
1E+06 - B Isoforma truncada
1E+05 -
1E+04 -
1E+03 -
1E+02 +
1E+01 -
1E+00 -
LT FEEE g F SR

Figura 6 — Expressdo relativa das isoformas convencional e truncada da enzima COMT em
diferentes tecidos humanos e sistemas celulares (FL-lobo frontal; MO-medula oblongata; Insula;
NA-nicleo acumbens; Ponte; ME-medula espinhal; RGD-raiz do ganglio dorsal; TC-tecido

conjuntivo; Leuc-leucdcitos; e os sistemas celulares COS-1, Be2C, SYS5Y, e H4).
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5.3 Previsao da estrutura cristalina da isoforma truncada

A Figura 2 abaixo ilustra a estrutura cristalina prevista para a (7)S-COMT.

A

Figura 2— Estruturas cristalinas previstas por simulacfio dindmico-moleculares discretas (DMD)

para S-COMT (A, em vermelho) e (T)S-COMT (B, em azul), e sobreposi¢ao entre as duas estruturas
©.
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A Figura 3 ilustra em maiores detalhes a relacdo espacial dos residuos importantes para
a ligacdo da enzima ao substrato e ao cofator enzimdtico (SAM) para as estruturas cristalinas da S-
COMT e (T)S-COMT. Os residuos Glu202 e Arg201 formam a porcio externa do bolso enzimadtico;
Metd0, Tyr200, Leul98, Trp38, e Prol74 definem a “parede” hidrofébica; e Glul99 atua como

gatekeeper.

A
Glu202

Leul98

Trp38

Prol74
Met40

Figura 3 — Em detalhe, € possivel observar que muitos residuos essenciais para a ligacdo ao
substrato (em vermelho) e ao cofator enzimatico (em laranja) estdo ausentes na estrutura prevista

para a (T)S-COMT (B).
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4 Expressao dos clones e mutantes e caracterizacio da isoforma truncada

Tabela 3 — Comparacdo do nimero de copias de mRNA totais da COMT expresso pelos

diferentes clones das isoformas ligadas a membrana (MB).

, , Teste de Tukey
NUMERO DE COPIAS
Valor dep < ou > 0._

= S5_ 5 Eo
= SE O o kS
L. =) OQE ©OL o ®
ISOFORMAS 1 2 3 Média* o 2 § & s & 0
g 2% = -
e e &g
MB-COMT  282.330.685 241.162291 270071366 264521447 - ] - -
(T)“fjl‘lﬁf;lm 202,177,590 195,615,282 189,052,974 195,615,282  <.05 - - -
(MMB-COMT 92 876,330 84,412,341 93,726,603  90,338425 <001 <01 - -

(T)MB-COMT
N essose. 71367530 68,382,060 88905340 76218310 <001 <001 >.05 ;

MB-

Cotram s 192,064,947 211,174,704 201,240,822 201793491 >.05 >05 <01 <.001
EV. 1,149,287 859,308 3,102,317 1,703,637 - - - -

*ANOVA, p<0.0001, andlise de variancia testando a hipétese nula de igualdade das médias entre as
diferentes condicdes.

Figura 4 — Gréfico das médias e devios-padrdo do nimero de copias de mRNA totais da

COMT expresso pelos diferentes clones das isoformas ligadas a membrana (MB).
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Tabela 4 — Comparacdo do nivel de atividade enzimatica da COMT resultante da expressao

dos diferentes clones das isoformas ligadas a membrana (MB).

ATIVIDADE ENZIMATICA Teste de Tukey
(pmol/min/mg prot.) Valor dep < ou> 0._
= S5_ 5 Eo
= OE ©. ORX
s o O O O %
ISOFORMAS 1 2 3 Média* o & = ] "
Y 8 =] <=
g 2% =2 =y
=) =) e !
MB-COMT 2631 75.34 45.36 49.00 - - - :
(HMB-COMT 6.6 432 422 5.05 <01 - - -
_comum
(DME-COMT 9.51 7.83 751 8.28 <05 >05 - -
(T)MB-COMT
e L65595C 10.92 6.53 8.38 8.61 <05 >05 >.05 ;
MB-
Cotramtetadas 75.02 50.69 63.83 63.18 05 <01 <01 <01
EV. 0.14 0.22 0.097 0.15 - - - -

*ANOVA, p=0.0004, andlise de variincia testando a hipétese nula de igualdade das médias entre as
diferentes condicdes.

Figura 5 — Gréfico das médias e devios-padrao do nivel de atividade enzimatica da COMT

resultante da expresso dos diferentes clones das isoformas ligadas a membrana (MB).
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Tabela S — Comparacdo do nimero de copias de mRNA totais da COMT expresso pelos

diferentes clones das isoformas soldveis (S).

, , Teste de Tukey
NUMERO DE COPIAS
Valor de p < ou > 0._

= e Eo

= 23E Z: 2%

ISOFORMAS 1 2 3 Média* S OE OEF 0%
g @35 @l &g

2 g g g5

S-COMT 202,801,100 200,731,900 230,448,300 211,327,100 -

(DS-COMT 103815400 111,419900 124,259,300 113,164,867 <001 - ] )
(DS-COMT 91 641210 86,421,080  97,562290 91,874,860 <001 >05 - .
(MS-COMT 4y 559750 10,313,260 59,237,560 53,703,357 <.001 <01  >05 -
_rs165895C ’ ’ ’ ’ P P s s . . .
S-
Cotrarreciadas 173:041.700 162,673,900 191,782,000 175,832,533 >.05 <001 <001 <.001
EV. 1,149,287 859308  3,102317 1,703,637 - - - ;

*ANOVA, p<0.0001, analise de varidncia testando a hipétese nula de igualdade das médias entre as
diferentes condicdes.

Figura 6 — Grifico das médias e devios-padrdo do nimero de cépias de mRNA totais da

COMT expresso pelos diferentes clones das isoformas soluveis (S).
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Tabela 6 — Comparagdo do nivel de atividade enzimatica da COMT resultante da expressao

dos diferentes clones das isoformas soliveis (S).

ATIVIDADE ENZIMATICA Teste de Tukey
(pmol/min/mg prot.) Valor dep < ou> 0._
= = o
S 2E Z. 3%
ISOFORMAS 1 2 3 Média* S OE OF 0%
Q hS @nl h
O S ) e
S-COMT 408.1 265.94 324.97 333.00 - - - -
(T)S-COMT 11.7 431 251 6.17 <001 - - -
_comum
(DS-COMT 6.4 542 2.648 4.82 <001 >.05 - -
(T)S-COMT
O essosc 10 12.02 1.851 7.96 <001 .05 >.05 ;
S-
Cotraniectadas 361.4 28.07 90.983 24771 505 <01 <01 <01
EV. 0.14 0.22 0.097 0.15 - - - -

*ANOVA, p=0.0002, andlise de variancia testando a hipétese nula de igualdade das médias entre as
diferentes condicdes.

Figura 7 — Gréfico das médias e devios-padrao do nivel de atividade enzimatica da COMT

resultante da expresso dos diferentes clones das isoformas soldveis (S).
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6 DISCUSSAO

Os resultados do nosso estudo de associacdo evidenciam que o alelo
rs165774A (G>A), situado quase exclusivamente no haplétipo APS, é um forte marcador
de protecdo contra DTM (coorte “COMT”: p=0.0053, 0.4<CI<0.85, STAT: -2.79), além de
também mostrar efeito sobre fendtipos intermedidrios de dor experimental (coorte

OPPERA: Tabela 2).

A importancia deste achado € ainda maior se considerarmos a frequéncia deste
alelo nas populacdes estudadas, que foi de aproximadamente 24% entre os individuos
portadores de DTM e 36% entre os individuos do grupo controle, no coorte “COMT”; e de
30% entre os individuos portadores de DTM e 25% entre os individuos do grupo controle,

no coorte OPPERA.

A ndo observancia de associacdo entre o SNP rs165774 e DTM no coorte
OPPERA nos parece ser claramente devido ao pequeno ndmero inicial de casos de DTM
(106 casos x 863 controles), assim como a dissolug¢do do efeito deste SNP em fungdo das
correcOes necessarias (idade e sitio de coleta), e portanto, diminui¢do da forca estatistica

em identifica-lo.

De maneira similar, a falta de associacdo entre o referido SNP e fendtipos
intermedidrios na coorte “COMT”, parece ser em fun¢do do pequeno numero de individuos
totais (n variando entre 356 a 384), dificultando a identificacdo do efeito do alelo

rs165774A sobre esses fendtipos mais sutis.

A auséncia de consequéncias funcionais 6bvias para o SNP rs165774 (G>A)
sobre os transcritos convencionais (Chorev e Carmel, 2012), somada ao fato da ja sabida
existéncia de multiplos mRNAs da COMT (Tunbridge et al., 2007), levou-nos a especular

sobre o possivel efeito deste SNP sobre formas alternativas de mRNA da COMT.

De fato, identificamos que o SNP rs165774 (G>A) se localiza na regido 3’'UTR
de um mRNA alternativo da COMT (CR616943) gerado por retengdo de intron e

originalmente isolado a partir do cérebro de feto humano (Li et al., 1994), que difere dos
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transcritos convencionais na sua regido 3’ por incluir parte do que corresponderia ao intron
5 e excluir a porcdo codificante do éxon 6. Neste estudo, mostramos que este transcrito
alternativo também estd presente em diferentes tecidos humanos adultos e sistemas

celulares, ainda que sua expressao relativa seja consideravelmente menor (Figura 1).

Regides 3’'UTR sdo sequéncias ndo codificantes que fazem parte do mRNA
maduro e que se iniciam a partir do cédon de parada da transcricdo. Estas regides sdo
criticas para o término da transcri¢ao, para a exportacdo do mRNA do nucleo celular, e t€m
impacto significante sobre a estabilidade e regulacdo do transcrito, e sua tradu¢do no
citoplasma (Nackley et al., 2006). A contribuicdo de mutagdes nesta regido para doengas
humanas j4 € conhecida hd algum tempo, e o reconhecimento de que podem afetar um

grande nimero delas € cada vez maior (Neilson e Sandberg, 2010).

Em funcdo disso, investigamos a regido 3’UTR deste transcrito alternativo da
COMT, e identificamos um segundo SNP a cerca de 400pb do primeiro — rs165895 (T>C)
— localizado em uma regido Alu de repeticilo de DNA. Estas regides pertencem a uma
classe de elementos chamados de sequéncias de repeticdo dispersas curtas (SINE, do inglés
short interspersed elements) que podem ter amplo impacto sobre a expressdo génica
(Deininger, 2011), mas que por se tratarem de sequéncias altamente repetidas ao longo do

genoma humano, t€m a sua genotipagem tecnicamente inviabilizada.

Com base na associacdo entre o SNP rs165774 e DTM e fendtipos
intermedidrios de dor, e no possivel impacto do SNP rs165895 sobre a biologia deste
transcrito alternativo da COMT, consideramos importante investigar os possiveis efeitos

funcionais de ambos os SNPs sobre esta forma alternativa de mRNA da COMT.

Este mRNA alternativo, por sua vez, codifica para uma enzima truncada, com
regido C-terminal reduzida e tnica em relagdo as isoformas convencionais (Figura 2C). A
determinagdo prévia da estrutura cristalina da isoforma convencional da S-COMT (Vidgren
et al., 1994), mostrou que existem dois residuos essenciais para a afinidade de ligacdo ao
substrato — Trp38 e Prol74 (Lotta et al., 1995). Os resultados da nossa andlise da sequéncia

de aminodcidos da isoforma truncada mostraram que a (T)S-COMT néo carrega uma série
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residuos importantes, sendo que apenas os residuos 7rp38 e Met40 estio mantidos (Figura
3A, e B), sendo este dltimo importante para a orientacdo do cofator enzimatico SAM em

relacdo ao substrato (Vidgren et al., 1994).

Os resultados do nosso ensaio in silico mostraram que os residuos adicionais
ndo participam diretamente no sitio ativo da enzima e servem para completar o Rossman
fold, enovelamento tipico de enzimas que se ligam a nucleotideos, caracterizado por um
dominio central na forma o/f (Vidgren et al., 1994), formando, portanto, o que também

pode compreender um bolso enzimético (Figura 2C).

Em virtude disso, perguntamo-nos se as isoformas truncadas da enzima COMT
exibiriam alguma atividade enzimaética, se competiriam com a isoforma convencional por
substrato, e em caso positivo, se esta atividade enzimdtica estaria submetida a alguma
forma de regulacdo, em nivel transcricional, associada aos SNPs localizados na regido

3’UTR deste transcrito alternativo da COMT.

Surpreendentemente, nossos ensaios in vitro de atividade enzimdtica utilizando
um catecol bdsico com substrato, o 4dcido dihidroxibenzéico (DHBA), mostraram que as
isoformas truncadas da COMT sdo capazes de metilar o substrato, ainda que de maneira
significantemente menos eficiente do que suas correspondentes isoformas convencionais,

como seria de se esperar (Figuras 5 e 7).

Mostraram também, que ndo ha evidéncias iniciais de competi¢do por substrato
pelas correspondentes isoformas convencional e truncada da enzima, uma vez que a

cotransfec¢do ndo afetou a eficiéncia da atividade enzimatica (Figuras 5 e 7).

O fato de que as isoformas truncadas da enzima exibiram atividade enzimatica,
ao contrdrio do que esperdvamos apds a previsdo da sua estrutura cristalina, nos permite
vislumbrar se esta isoforma truncada da enzima exibird diferentes afinidades por diferentes
substratos. A modelagem de diferentes substratos da COMT ja mostrou que a ligacdo da
enzima ao anel catecol € idéntica para os diferentes substratos, sendo as diferentes

afinidades explicadas pela interacdo entre a cadeia lateral do substrato e os residuos
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componentes do bolso enzimdtico (Lotta er al., 1995). Serd interessante investigar no
futuro, portanto, a atividade enzimética desta isoforma truncada da enzima sobre diferentes

catecolaminas.

O que fica claro a partir dos nossos resultados, é que os SNPs rs165774 e
rs165895 parecem exercer efeitos sobre a estabilidade da estrutura deste mRNA alternativo
da COMT, uma vez que ndo ha diferenca sobre a atividade enzimatica normalizada, mas
sim na expressao relativa dos seus diferentes mutantes (Figuras 4 e 6), o que, por sua vez,

afetard a atividade geral da enzima.

A fim de esclarecer os efeitos funcionais destes SNPs sobre o transcrito
alternativo da COMT, e em virtude de ndo ser possivel a associacdo direta do SNP
rs165895 a qualquer que seja o fendtipo, nds criamos diferentes variagdes do clone original

deste transcrito.

Entre os trés clones estudados, a expressado relativa das variantes carregando os
alelos comuns [(T)MB-COMT_ e (T)S-COMT_comum: rs165774G e rs165895T] foi sempre
estatisticamente maior do que a expressdo das variantes (T)MB-COMT_ e (T)S-
COMT _rs165895C (1s165774G e 1s165895C; p<0.001 e p<0.01, respectivamente),
indicando que o alelo rs/65895C tem impacto significante sobre a estabilidade deste

transcrito.

O que € interessante observar € o efeito do alelo rs165774A sobre a estabilidade
do transcrito. As variantes (T)MB-COMT_ e (T)S-COMT _ raro (rs165774A e rs165895C)
exibiram expressao relativa sempre numericamente — porém nao estatisticamente — maior
que os clones (T)MB-COMT_ e (T)S-COMT _ rs165895C, sendo que o clone (T)S-COMT_
raro chegou a nao diferir estatisticamente do clone (7)S-COMT_ comum, sugerindo que o
alelo rs165774A tem efeito compensatorio sobre o transcrito, buscando restaurar a

estabilidade perdida pela presenca do alelo rs165895C.

Esta hipétese € reforcada pelo fato de que esta forma alternativa de mRNA da

COMT, isolada a partir do cérebro de feto humano, originalmente carregava os alelos
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rs165774G (comum) e rs165895C (raro), o que pode indicar a auséncia de desequilibrio de
ligacdo entre os dois alelos — apesar do que seria esperado para dois alelos em regides tao
proximas de DNA (Gabriel et al., 2002) —, mas é condizente com a teoria de que o alelo
rs165774A (raro) seria, entdo, uma mutagdo compensatéria na tentativa de restabelecer a

estabilidade original do transcrito.

Do ponto de vista evolutivo, também ¢é possivel compreender porque a
combinacdo entre alelos com efeito aparentemente deletério teria sido mantida na
populacdo, e em uma frequéncia que parece ser consideravelmente alta. A frequéncia do
alelo rs165774A, que foi de 36% e 41% nas populacgdes aqui estudadas, pode significar que
a frequéncia do alelo rs165774G, e provavelmente da combinacdo rs/65774G/rs165895C,

varia em torno de 59-64% nesta mesma populacao.

Uma vez que a COMT tem fungdes bioldgicas que vao muito além de apenas
modular o processamento da dor (Andersen e Skorpen, 2009), esta combinacdo de
gendtipos ndo ¢ apenas deletéria, mas se encaixa perfeitamente na teoria de “guerreiros x
preocupados” (“warriors X worriers”) proposta em 2006 para explicar o papel das
variacOes genéticas no gene da COMT (Stein et al., 2006). Esta teoria propde que
individuos exibindo maiores niveis de atividade da COMT teriam vantagem no
processamento de estimulos aversivos, como a dor (guerreiros), enquanto aqueles exibindo
menores niveis de atividade da enzima teriam vantagem na execuc¢ao de tarefas cognitivas,
como a memodria e a atencdo (preocupados). Assim sendo, € perfeitamente plausivel
compreender porque ambas as combinagdes de genétipos teriam sido evolutivamente
mantidas em frequéncias altas na populagdo, ja que proporcionam vantagens em diferentes

Processos e/ou comportamentos humanos.

O resultado encontrado no nosso estudo de associagdo vem sendo confirmar
esta teoria, uma vez que o alelo rs/65774A — que parece restabelecer a estabilidade do
transcrito — mostrou forte efeito protetor contra DTM e diferentes fendtipos intermedidrios
de dor, indo de encontro a teoria de que individuos capazes de metabolizar catecolaminas

mais eficientemente teriam vantagem no processamento de estimulos aversivos.
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Para confirmacdo desta hipdtese, nosso proximo passo serd a clonagem e
sequenciamento do gene da COMT de individuos participantes do coorte “COMT”’ que
carregam o alelo rs/65774A, o que nos permitird estimar exatamente o grau de
desequilibrio de ligacdo entre os alelos dos SNPs rs165774 (G>A) e rs165895 (T>C); e a
construcdo dos clones (T)MB-COMT_ e (T)S-COMT_ rs165774A — que carregardo oS
alelos rs165774A e rs165895T —, os quais deverdo exibir niveis de expressdo relativa no
minimo iguais aos clones (T)MB-COMT_ e (T)S-COMT_ comum, e superiores aos clones

(T)MB-COMT _ e (T)S-COMT _ raro, e (T)MB-COMT_ e (T)S-COMT_ rs165895C.

Caso esta hipdtese nao se confirme, ficard claro que o alelo rs/65774A esta
atuando apenas como um marcador para o SNP funcional rs165895, ou ainda, para outro

SNP funcional ainda nao identificado.

E possivel supor algumas maneiras através das quais o SNP rs165895 pode
afetar a estabilidade do mRNA alternativo da COMT investigado neste estudo. A primeira
delas € através da alteracdo na interagdo da estrutura secunddria do diplex de miRNA e
mRNA. A regido do transcrito na qual este SNP se insere, é alvo putativo de 3 miRNAs
humanos conhecidos — hsa-miR-199b-5p, -1304, e -548s (Huang et al., 2006) — e, portanto,
a substitui¢do do alelo rs165895T pelo alelo rs165895C pode ter impacto sobre a energia
livie minima do diplex, favorecendo a sua degradacdo. Para esclarecer esta hipdtese,
conduziremos ensaios nos quais células serdo cotransfectadas com o transcrito alternativo
da COMT e os diferentes miRNAs, a fim de verificar seu efeito sobre a expressao relativa

do referido transcrito.

Outra maneira possivel, é que os alelos dos SNPs rs165895 e rs165774 estejam
afetando a estrutura secunddria do mRNA em si, o que pode ter consequéncias funcionais
sobre a taxa de degradacao do transcrito e de tradug@o da proteina. Isto €, de forma similar
ao que acontece com a forma convencional do transcrito da COMT (Nackley et al., 2006),
pode ser que a combinacdo entre os diferentes alelos dos SNPs em questdo atuem
aumentando ou diminuindo esta estabilidade. Nossos resultados indicam que a estrutura

secunddria do transcrito carregando o alelo rs/65895C € menos estavel que a do transcrito
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carregando o alelo rs/65895T, e poderdo ser confirmados construindo-se todos os
transcritos in silico e predizendo ao sua energia livre minima, assim como in vitro,
expressando-se os transcritos em culturas de células e verificando a taxa de traducdo da

proteina.

Com base nisso, € possivel sugerir que a maneira mais 6bvia através da qual o
alelo rs165895C estd contribuindo para o fenétipo de dor, é em fungdo da reduzida
estabilidade de seu transcrito, afetando a produgdo da proteina. Isto €, quanto menos estavel
o transcrito, menor a taxa de traducdo de proteina a partir dele, menos atividade enzimética
(Nackley et al., 2006), e portanto, maior disponibilidade de neurotransmissores
adrenérgicos na fenda sindptica, contribuindo para a transmissdo e processamento da dor

(Nackley et al., 2007).

Porém, a relacdo entre a atividade da COMT e seus efeitos sist€micos, com
énfase na modulacio da dor, ndo € apenas tao direta. Por exemplo, os efeitos dos diferentes
substratos da COMT, como a dopamina, adrenalina, e noradrenalina, depende — dentre
outros fatores — da sua localizacdo, ou seja, se central ou periférica, e mais especificamente,
em que regido do cérebro ela estd sendo expressa (Argoff, 2011; Jarcho et al., 2012; Segall

etal.,2012).

Além disso, também € possivel que, em fun¢do da sua regido C-terminal unica e
distinta da isoforma convencional da COMT, a isoforma truncada da enzima exiba

diferentes afinidades aos substratos, o que tornaria seus efeitos ainda mais especificos.

Assim, mais detalhes a respeito do completo efeito funcional do SNP rs165895,
e do mRNA alternativo da COMT em si, sobre os fenétipo de dor, poderdo ser esclarecidos

uma vez conhecida a sua expressao sitio-especifica e afinidade por diferentes substratos.

Em suma, este trabalho mostrou, pela primeira vez, a existéncia de uma
isoforma alternativa de mRNA da COMT, que exibe estrutura Unica e atividade enzimatica.

Além disso, identificou dois SNPs na sua regido 3’UTR — rs165774 (G>A) e rs165895
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(T>C) —, sendo que o primeiro estd associado a DTM e fendtipos intermediarios de dor e

parece ser funcional, enquanto o segundo provou ser funcional.

Por fim, o melhor entendimento da fungdo e efeitos deste transcrito alternativo
da COMT e de suas variacdes genéticas, respectivamente, possibilitard o melhor
entendimento da fisiopatologia de condi¢des cronicas de dor humana, como a DTM —
permitindo o desenvolvimento de um novo alvo para drogas — além de firmar a
identificacio de um novo marcador genético — que, em primeira instincia, identifica um
novo subgrupo de pacientes com DTM que provavelmente se beneficiardo pelo tratamento

com propranolol.
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7 CONCLUSAO

Este trabalho permite concluir (i) que o SNP rs165774 € um forte marcador
genético para as disfuncdes temporomandibulares; (ii) que este SNP, juntamente com o
SNP rs165895, localizam-se na regido 3’ ndo traduzida de uma isoforma alternativa de
mRNA da COMT que, pela primeira vez, provou ser capaz de codificar para uma isoforma
alternativa da enzima que exibe atividade enzimatica; e (iii) que esta isoforma alternativa
de mRNA da COMT sofre efeitos regulatorios em nivel transcricional causados pelo SNP

1165895, e provavelmente, também pelo SNP rs165774.
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APENDICE 1

Andlise estatistica referente a Tabela 1 (coorte “COMT”)

SNP rs165774 x DTM

CHR SNP BP Al TEST NMISS OR SE L95 U9 STAT P
22 rs165774 19952561 1 ADD 391 0.59 0.19 040 0.85 -2.79 0.005263

SNP rs165774 x fenétipos intermedidrios

CHR SNP BP Al TEST NMISS BETA SE L95 U95 STAT P
22 15165774 19952561 1 ADD 356 -0.23 147 -3.10 265 -0.16 0.8756
22 15165774 19952561 1 ADD 383 -059  1.70  -3.91 272 -035 0.7249
22 rs165774 19952561 1 ADD 383 250 1655 -3493 2995 -0.15 0.8806
22 rs165774 19952561 1 ADD 384 -0.18 1.68  -3.48 3.11 -0.11 09131
22 15165774 19952561 1 ADD 384 0.24 0.37 -047 096 0.67  0.5084
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APENDICE 2

Analise estatistica referente a Tabela 2 (coorte OPPERA)

SNP rs165774 x DTM

CHR SNP BP Al TEST NMISS OR SE L95 U9 STAT P
22 1s165774 19952561 1 ADD 391 0.59 0.19 040 0.85 -2.79 0.005263

SNP rs165774 x fendtipos intermedidrios

CHR SNP BP Al TEST NMISS BETA SE L95 U955  STAT P
22 rs165774 18332561 A  ADD 969 0.05 0.03 0.00 0.11 1.87 0.062
22 rs165774 18332561 A  ADD 969 -0.08 0.04 -0.16 -0.01 -2.19 0.029
22 rs165774 18332561 A  ADD 969 -0.03 0.04 -0.11 005 -0.69 0.490
22 rs165774 18332561 A  ADD 969 -0.11  0.04 -0.18 -0.03 -2.83  0.005
22 rs165774 18332561 A  ADD 969 -0.08 0.04 -0.16 0.01 -1.83 0.068
22 rs165774 18332561 A  ADD 969 -0.10 0.04 -0.18 -0.02 -249 0.013
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APENDICE 3

Anélise estatistica referente a Tabela 3 e Figura 4 (expressao relativa das isoformas

MB-COMT)
Parameter Value
Table Analyzed
Data 2
One-way analysis of variance

P value P<0.0001

P value summary wokE

Are means signif. different? (P <0.05)  Yes

Number of groups 5

F 28

R squared 0.88
ANOVA Table SS af  MS

Treatment (between columns) 9.5E+16 4 2.4E+16

Residual (within columns) 1.3E+16 15 8.4E+14

Total 1.1E+17 19
Tukey's Multiple Comparison Test Mean Diff. q P value 95% CI of diff
MB-COMT vs (T)MB-COMT-wild type 77000000 5.3 P <0.05 13000000 to 140000000
rl\;[ﬁs';?if vs (HMB-COMT- 160000000 11 P <0.001 97000000 to 220000000
?glll%-s(;cgnsv[g vs (HMB-COMT- 190000000 13 P <0.001 130000000 to 250000000
MB-COMT vs MB-Cotransfected 62000000 4.3 P >0.05 ~1600000 to 130000000
N COMT Wi pevs (DMB- 43000000 57 P< 001 20000000 to 150000000
g&ﬁ?fggg;;gd type vs (T)MB- 110000000 7.9 P <0.001 51000000 to 180000000
ggﬁs}igﬁp‘”ﬂd type vs MB- -15000000 1 P>0.05 ~78000000 to 48000000
g&ﬁ?fs?gggéﬁ TRV (DMB- 31000000 2.1 P>0.05 -32000000 to 94000000
gnggzgmésmm vs MB- 98000000 6.8 P <00l -160000000 to -35000000
(T)MB-COMT-rs165895C vs MB- -130000000 8.9 P <0.001 2190000000 to -66000000

Cotransfected
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APENDICE 4

Anadlise estatistica referente a Tabela 4 e Figura 5 (atividade enzimatica das isoformas

MB-COMT)

Parameter Value
Table Analyzed
MB-COMT-activity

One-way analysis of variance

P value 0.0004
P value summary wkH
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
Number of groups 5
F 14
R squared 0.85

ANOVA Table SS df MS
Treatment (between columns) 8900 4 2200
Residual (within columns) 1500 10 150
Total 10000 14

Tukey's Multiple Comparison Test Mean Diff. q P value  95% CI of diff
MB-COMT vs (T)MB-COMT-wild type 44 6.1 P <0.01 11t0 77
MB-COMT vs (T)MB-COMT-rs165774A 41 5.7 P <0.05 7.41t074
MB-COMT vs (T)MB-COMT-rs165895C 40 5.6 P <0.05 7.1t0 74
MB-COMT vs MB-Cotransfected -14 2 P> 0.05 -47to 19
(T)MB-COMT-wild type vs (T)MB-COMT-rs165774A  -3.2 045 P>0.05 -37 to 30
(T)MB-COMT-wild type vs (T)MB-COMT-1rs165895C -3.6 0.5 P> 0.05 -37 to 30
(T)MB-COMT-wild type vs MB-Cotransfected -58 8.1 P <0.01 -91 to -25
(T)MB-COMT-rs165774A vs (T)MB-COMT-rs165895C  -0.33 0.046 P> 0.05 -34to 33
(TYMB-COMT-rs165774A vs MB-Cotransfected -55 7.7 P <0.01 -88 to -22
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APENDICE 5

Analise estatistica referente a Tabela 5 e Figura 6 (expressao relativa das isoformas S-

COMT)
Parameter Value
Table Analyzed
S-COMT
One-way analysis of variance
P value P<0.0001
P value summary otk
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
Number of groups 5
F 57
R squared 0.92
Bartlett's test for equal variances
Bartlett's statistic (corrected) 9.9
P value 0.0419
P value summary *
Do the variances differ signif. (P < Yes
ANOVA Table SS df MS
Treatment (between columns) 8.3E+16 4 2.1E+16
Residual (within columns) 7.3E+15 20 3.6E+14
Total 9.1E+16 24
Tukey's Multiple Comparison Test Mean Diff. q P value 95% CI of diff
S-COMT vs (T)S-COMT-wild type 100000000 12 P<0.001 65000000 to 140000000
S-COMT vs (T)S-COMT-rs165774A 120000000 14 P <0.001 86000000 to 160000000
S-COMT vs (T)S-COMT-rs165895C 160000000 18 P <0.001 120000000 to 190000000
S-COMT vs S-Cotransfected 34000000 4 P> 0.05 -2400000 to 70000000
(D)S-COMT-wild type vs (T)S-COMT- 51000000 24 P> 0.05 ~15000000 to 57000000
rs165774A
(1)S-COMT-wild type vs (T)S-COMT- 55000000 65 P <0.01 19000000 to 91000000
rs165895C
(T)S-COMT-wild type vs S- 68000000 8 P <0.001 ~100000000 to -32000000
Cotransfected
(T)S-COMT-rs165774A vs (T)S- 34000000 4 P>0.05 -1700000 to 70000000
COMT-13165895C
(D)S-COMT-rs165774A vs §- -89000000 10 P <0.001 -120000000 to -53000000
Cotransfected
(T)S-COMT-rs165895C vs 5- -120000000 14 P <0.001 -160000000 to -87000000
Cotransfected
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APENDICE 6

Analise estatistica referente a Tabela 6 e Figura 7 (atividade enzimatica das isoformas

S-COMT).

Parameter Value

Table Analyzed

S-COMT-activity

One-way analysis of variance
P value 0.0002
P value summary wk
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
Number of groups 5
F 6.9
R squared 0.73

ANOVA Table SS df MS
Treatment (between columns) 250000 4 61000
Residual (within columns) 89000 10 8900
Total 330000 14

Tukey's Multiple Comparison Test Mean Diff. q P value 95% CI of diff
S-COMT vs (T)S-COMT-wild type 330 6 P<0.05 74 to 580
S-COMT vs (T)S-COMT-rs165774A 330 6 P<0.05 75 to 580
S-COMT vs (T)S-COMT-rs165895C 330 6 P<0.05 72 to 580
S-COMT vs S-Cotransfected 200 3.7 P>0.05 -53 to 450
(T)S-COMT-wild type vs (T)S-COMT-rs165774A 1.4 0.025 P>0.05 -250 to 250
(T)S-COMT-wild type vs (T)S-COMT-rs165895C -1.8 0.033 P>0.05 -250 to 250
(T)S-COMT-wild type vs S-Cotransfected -130 53 P<0.05 -380 to 130
(T)S-COMT-rs165774A vs (T)S-COMT-rs165895C -3.1 0.058 P>0.05 -260 to 250
(T)S-COMT-1s165774A vs S-Cotransfected -130 54 P<0.05 -380to 120
(T)S-COMT-1rs165895C vs S-Cotransfected -130 53 P<0.05 -380 to 130
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