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RESUMO

Disfungdes temporomandibulares (DTM) s@o condig¢des encontradas na clinica
que causam disfun¢cdo e dor no sistema mastigatorio, promovidas por uma combinacdo de
fatores, dentre os quais se incluem os hormonais e genéticos. Mulheres sdo marcadamente
mais acometidas por estas desordens e, ao mesmo tempo, individuos submetidos a
multifatoriedade etiolégica das DTM respondem diferentemente quanto ao desenvolvimento
e progressao da doenca. Em conjunto, essas informacdes permitem sugerir uma correlacao
entre os hormodnios sexuais femininos estrogénicos e a fisiopatologia das DTM, além de
indicarem que condi¢Oes genéticas inerentes ao individuo possam modular a capacidade
patogénica do estrogeno. Os efeitos dos estrégenos no organismo sao mediados pela sua
ligacdo a receptores especificos localizados no citosol e nicleo celular, dos quais o receptor
o (REa) ¢ o mais conhecido e estudado. Em face disso, esta dissertagdo teve como objetivo
investigar a associagdo de dois polimorfismos de nucleotideo tnico localizados no intron 1
do gene que codifica o receptor de estrogeno alfa e que sdo identificados pelas enzimas de
restricdo Pvull e Xbal, com os sinais e sintomas de desarranjos internos da articulacdo
temporomandibular (ATM) em mulheres brasileiras na pds-menopausa, fazendo ou ndo
terapia por reposicdo hormonal. Para isso, foi realizada a genotipagem destes polimorfismos
para 284 mulheres na pds-menopausa, divididas em seis grupos de acordo com a presenca
ou auséncia de desarranjos internos da articulagdo temporomandibular — dada pelo critério
de diagndstico em pesquisa para desordens temporomandibulares (RDC/TMD) — e com seu
estado hormonal — hipoestrogenia ou sob terapia de reposi¢cdo hormonal (TRH): Controle
(Menopausa); DTM sem dor (Menopausa); DTM com dor (Menopausa); Controle (TRH);
DTM sem dor (TRH); e DTM com dor (TRH). A auséncia dos sitios de restricdo para das
enzimas Pvull e Xbal foi convencionalmente indicada com as letras maitsculas P e X, e sua
presenca com as letras minusculas p e x, respectivamente. Os sujeitos, portanto, foram
designados como homozigotos PP ou XX, pp ou xx, ou ainda, heterozigotos Pp ou Xx. A
comparacao da freqiiéncia dos gendtipos entre os grupos controles e cada um dos grupos de

pacientes portadores de desarranjos internos de DTM foi realizada através do teste x>, com



nivel de significancia em 5%. O risco associado aos alelos foi calculado, quando pertinente,
através do teste Odds Ratio (OR) com 95% de intervalo de confianca (CI). Como
resultados, o gendtipo homozigoto PP no grupo DTM sem dor (TRH) representou, em
relacdo ao heterozigoto Pp, um risco 0,3125 vezes maior para DTM sem dor quando
comparado com o grupo Controle (Menopausa) e um risco 0,2051 vezes maior para a
mesma condi¢do quando comparado ao grupo Controle (TRH). J4 para o sitio polimérfico
reconhecido pela enzima de restricdo Xbal, nenhuma associacdo efetiva pdde ser
encontrada. Consideradas as limita¢des deste estudo, os resultados encontrados permitiram
sugerir que o gendtipo homozigoto PP no intron 1 do REa pode, na presenca de estrogeno,
ser considerado um marcador de risco para o desenvolvimento de patologias articulares na

ATM de mulheres brasileiras.

Palavras-chave: Disfun¢do temporomandibular, Estrégenos, Menopausa, Polimorfismo

genético, Gendtipo.



ABSTRACT

Temporomandibular disorders (TMD) are conditions found at the clinic that
manifest through dysfunction and pain in the masticatory system and are caused by a
combination of factors, including hormonal and genetic factors. Women are markedly more
affected by these disorders and, at the same time, individuals submitted to the multifactorial
etiology of TMD respond differently when it comes to the development and progression of
the disease. Taken together, these informations suggest a connection between the female
estrogenic sexual hormones and the TMD pathophysiology, as well as they can indicate that
individual genetic conditions may modulate estrogens pathogenic capacity. Estrogen effects
in the organism are mediated by its binding to specific receptors in the cell cytosol and
nucleus, of which the a receptor (ERa) is the most known and studied one. Face to that, this
dissertation aimed to investigate the association of two single nucleotide polymorphisms
located at the first intron of the estrogen receptor alpha gene which are identified by the
restriction enzymes Pvull and Xbal with signs and symptoms of temporomandibular joint
(TMJ) internal disarrangements, in post-menopausal Brazilian women, undergoing or not
hormonal replacement therapy (HRT). For that matter, these polymorphisms genotyping was
performed for 284 post-menopausal women, divided into six study groups, according to the
presence or absence of internal disarrangements of the temporomandibular joint — obtained
through the research diagnostic criteria for temporomandibular disorders (RDC/TMD) — and
to their hormonal status — hypoestrogenic or undergoing hormonal replacement therapy:
Control (Menopause); Painless TMD (Menopause); Painful TMD (Menopause); Control
(HRT); Painless TMD (HRT); and Painful TMD (HRT). The absence of the restriction sites
for the endonucleases Pvull and Xbal was conventionally indicated with the upper case
letters P and X, and its presence, with the lower case letters p and x, respectively. Subjects,
therefore, were designated as PP or XX, or pp or xx homozygotes, or still, Pp or Xx
heterozygotes. The comparison of the genotype frequency between control groups and each
of the groups composed by patients carrying TMJ internal disarrangements was performed

using the y” test, with significance level set at 5%. The alleles associated risk was calculated,

Xi



when appropriate, using the Odds Ratio test (OR), with a 95% confidence interval (CI). As
results, de PP homozygote genotype in the Painless TMD (HRT) group represented, in
relation to the Pp heterozygote, a 0,3125 higher risk for painless TMD when compared to
the Control (Menopause) group, and a 0,2051 higher risk for the same condition when
compared to the Control (HRT) group. As for the polymorphic site recognized by the Xbal
restriction enzyme, no effective associations could be shown. Within the limitations of this
study, the results obtained allowed to suggest that PP homozygote genotype in the ERa
gene first intron can, in the presence of estrogen, be considered a risk marker to the

development of articular pathologies of the TMJ in Brazilian women.

Key-words: Temporomandibular disorder, Estrogens, Menopause, Genetic polymorphism,

genotype.
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1 INTRODUCAO

As desordens temporomandibulares (DTM) podem ser genericamente definidas
como um grupo de condicdes clinicas que causam disfuncdo e dor no sistema mastigatorio.
E caracterizada por uma triade de sintomas que inclui sons articulares, dor e limitacio da
funcdo mandibular (Kuttila ef al., 1998).

Essas varidveis sintomdticas indicam que as DTM sdo causadas por uma
combinacdo de fatores, tais como: oclusdo, estresse mental, forca muscular, fatores
hormonais e genéticos. No entanto, a etiologia desta doenca ainda ndo € completamente
entendida (Yamada et al., 2003).

O fato de mulheres serem marcadamente acometidas por esta desordem ¢é
extensivamente documentado na literatura em estudos epidemioldgicos, embora ndo
unanimes. Estima-se que individuos do género feminino sejam de 1,5 a 2 vezes mais
acometidos por esta desordem do que individuos do género masculino e que cerca de 80%
dos pacientes tratados para DTM sejam mulheres (Dworkin et al., 1990).

A prevaléncia e severidade dos sintomas de DTM também parecem estar
relacionadas a idade dos individuos: o inicio desta condi¢do patoldgica tende a acontecer
ap6s a puberdade, parece estar associada a fase do ciclo menstrual, tem seu pico maximo
entre mulheres em idade reprodutiva e minimo entre criancas e idosos (LeResche er al.,
1997; LeResche et al., 2003).

Consideradas em conjunto, essas informacdes acerca da distribui¢do por gé€nero,
idade e periodo do ciclo menstrual das desordens temporomandibulares sugerem uma
possivel ligacdo entre a sua patogenia e o eixo hormonal feminino ou nivel de estrogeno
(Warren & Fried, 2001).

No que diz respeito a dor temporomandibular, ainda ndo ha um consenso na
literatura sobre o efeito do estrogeno sobre esta varidvel subjetiva. Existem estudos que
indicam uma associacdo entre periodos de maiores niveis circulantes de estrégeno e periodos
de maiores niveis de dor (LeResche et al., 1997; Suenaga et al., 2001), enquanto outros

apontam na direcdo contrdria (LeResche et al., 2003; Fischer et al., 2008). Mediante esta



controvérsia, € possivel hipotetizar que condi¢des inerentes ao individuo e que sejam
capazes de afetar sua responsividade ao estrégeno, tais como sua composicdo genética,
possam modular a capacidade fisiopatoldgica e nociceptiva relacionada a este hormonio.

Os estrégenos sdao hormonios sexuais endégenos derivados de precursores
androgénicos, como a testosterona, com indmeras fungdes fisiologicas que extrapolam
aquelas referentes ao sistema reprodutor feminino. Dentre as formas naturais de estrogeno a
mais potente ¢ o 17B-estradiol, que predomina no periodo pré-menopausa, e € secretado
pelos ovdrios, seguido da estrona, a principal forma circulante de estrogeno apds a
menopausa (Coelingh-Bennink, 2003). Seus efeitos sdo mediados pela sua ligacdo a
receptores especificos localizados no citosol e nicleo celular. Estes receptores pertencem a
superfamilia dos receptores de hormonio nucleares e sdo fatores de transcricao induzidos
por ligantes especificos, no caso, os estrogenos e seus agonistas. (Gennari et al., 2005).

Neste modelo classico de acdo dos estrogenos, a via gendmica, receptores nao
ocupados em células-alvos se ligam a agonistas, como o 17B-estradiol, o que modifica sua
conformacao permitindo a dimerizacdo espontanea e subseqiiente interacdo do dimero com
elementos responsivos aos estrégenos nos genes-alvos (Henry et al., 2008).

O receptor classico de estrégeno (REa) ja foi identificado em varios tecidos.
Além de estar presente no sistema reprodutor, os tecidos cardiovascular, esquelético,
conjuntivo e nervoso também compreendem tecidos-alvos dos estrégenos (Yamada et al.,
2003). Estudos demonstraram a presenga de REa na cartilagem articular (Ushiyama et al.,
1999), osteoblastos e células superficiais do osso trabecular humanos (Hoyland et al., 1997;
Kusec et al., 1998). Também foram identificados na ATM tanto de animais (Aufdemorte et
al., 1986; Milam et al., 1987; Yamada et al., 2003), como de humanos (Abubaker et al.,
1993), o que nos permite supor uma modulacido periférica por parte dos estrogenos nas
desordens que acometem essas articulagdes.

O gene que codifica este receptor se localiza no cromossomo 6 e abrange 8
éxons e 7 introns. No primeiro intron deste gene, dois polimorfismos de nucleotideo tnico
(SNP, do inglés single nucleotide polymorphisms) ja foram descritos: uma troca T — C

localizada 397 pares de base (pb) acima do éxon 2 e identificada pela enzima de restricao



Pvull, e uma troca A — G encontrada a 351pb acima do mesmo éxon e reconhecida pela
enzima de restricdo Xbal (Langdahl et al., 2000).

Apesar de introns corresponderem a por¢des ndo traduzidas dos genes, estes
SNP intronicos podem agir através de um dos mecanismos ou combina¢do de mecanismos a
seguir: é sugerido que eles possam amplificar a transcricio do REa (Herrington et al., 2002)
ou estar em desequilibrio de ligacdo com polimorfismos funcionais em outro ponto do gene
ou, menos provavelmente, com algum outro gene (Becherini et al., 2000; Iwashita et al.,
2001).

Seja isoladamente ou em conjunto, estes dois SNP — identificados pelas enzimas
de restricdo Pvull e Xbal — t€m sido associados a desordens Osseas e articulares em
diferentes populacdes de mulheres ao redor do mundo (Kobayashi et al.,1996; Gennari et
al., 1998; Han et al., 1999; Ushiyama et al., 1999; Loughlin et al., 2000; Ongphiphahahkaul
et al., 2000; Sapir-Koren et al., 2001; Albagha et al., 2001; Yamada et al., 2002; van Meurs
et al., 2003; Qin et al., 2004; , Jin et al., 2004; Valdes et al., 2004; Koshizuka et al., 20006;
Ivanova et al., 2007; Bustamante et al.,2007). Especificamente com relacdo as desordens
temporomandibulares, trés estudos foram desenvolvidos e relataram associagdes entre a
DTM e estes polimorfismos para o REa. (Ribeiro, 2005; Lee et al., 2006; Kang et al.,
2007).

Apesar dos mecanismos através dos quais os estrégenos exercem todas as suas
fungdes bioldgicas permanecerem obscuros e estimularem o desenvolvimento de um niimero
crescente de pesquisas, os achados biologicos moleculares de distribuicdo dos REa em
conjunto com estudos epidemiologicos que demonstraram associagdo entre 0s
polimorfismos Pvull e Xbal e condi¢cdes osteoartriticas (Ushiyama et al., 1998; Bergink et
al., 2003), admitem especular sobre o papel destes componentes genéticos na desregulacao
da integridade da ATM e estruturas mandibulares.

Vale ressaltar que o efeito das possiveis variagdes alélicas nestes sitios
polimorficos - Pvull e Xbal — sobre estas desordens serd mais prontamente esclarecido se
for verificado em populacdes com diferentes niveis circulantes de estrégeno, o que pode ser

acessado comparando-se mulheres na pds-menopausa sob efeito ou ndo da terapia de



reposicao hormonal. No entanto, estudos que acessem populagdes com estas caracteristicas
ndo sdo encontrados na literatura.

E possivel que estas variagdes alélicas para o REa causem diferengas na
responsividade ao estrégeno, tornando alguns individuos mais susceptiveis ao acometimento
por desordens que podem ter seu desenvolvimento e progressdo afetados pelos efeitos
biol6gicos deste hormonio, além de poder modular individualmente o fend6meno de
nocicepgao.

Assim sendo, o presente estudo foi conduzido com o intuito de investigar a se ha
associagdo entre os polimorfismos Pvull e Xbal no intron 1 do receptor alfa de estrégeno e
os sinais e sintoma de dor articular de desarranjos internos da ATM em mulheres brasileiras

na pés-menopausa submetidas ou ndo a terapia de reposicao hormonal.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 DTM E ESTROGENOS

As desordens temporomandibulares (DTM) abrangem um nimero de condi¢des
clinicas envolvendo a musculatura mastigatdria, articulagdes temporomandibulares (ATM)
e/ou estruturas associadas (Min et al., 2007). Em se tratando das desordens articulares, as
principais alteracdes sdo os deslocamentos de disco e processos degenerativos, como a
osteoartrite (Zarb et al., 2000).

O deslocamento anterior do disco em relacdo ao condilo mandibular em posi¢ao
de boca fechada descreve anatomicamente os desarranjos internos de ATM. Este
posicionamento pode ocorrer como uma conseqiiéncia de estiramento, ruptura ou
degeneracdo do ligamento posterior da ATM. A etiologia dessa condi¢do permanece
especulativa (Henry et al., 2008).

Os deslocamentos de disco sao definidos como variagcdes anatOmicas e
funcionais da relacdo entre disco, condilo e componente articular do osso temporal. O
deslocamento anterior do disco parece ser a situacdo mais freqiiente e, de acordo com o
aspecto funcional, pode apresentar-se com ou sem reducdo. No primeiro, o disco encontra-
se deslocado a frente, em situacdo medial ou lateral em relagao ao condilo quando a boca
estd fechada e, durante a abertura de boca, o condilo se movimenta para uma posicao
protrusiva, recapturando total ou parcialmente o disco. Clinicamente, a redu¢do do disco se
reflete em um ruido ou estalo. Quando o condilo volta para a posi¢dao de fechamento pode
ocorrer o ruido reciproco, pois o disco se recoloca a sua posi¢do patoldogica original. No
deslocamento de disco sem reducdo, ha o deslocamento permanente do disco a frente, para
lateral ou medial em relacdo ao cOndilo, ndo ocorrendo ruidos articulares. Esta condi¢ao
reflete um estdgio mais avangcado, no qual pode ocorrer travamento, ou seja, abertura
mandibular limitada (Zarb et al., 2000).

Os deslocamentos de disco podem manifestar clinicamente sintoma de dor

articular. Entretanto, a extensa observacdo de pacientes assintomdticos propde um novo



conceito que considera a posicdo patologica do disco uma variagdo anatdmica normal,
podendo persistir por décadas sem progressao do quadro (Stegenga, 2001).

Em muitos casos, porém, este quadro pode evoluir para uma doenga articular
degenerativa, caracterizando a osteoartrite de ATM. A osteoartrite envolve basicamente
dois processos: a degeneracdo e a inflamacdo. A degeneracdo € caracterizada pela
destruicdo progressiva da cartilagem articular e do osso subcondral, acompanhada por
neoformacdo de osso e de tecido mole e o acimulo de material degradado podera
desencadear uma resposta inflamatdria (Stegenga, 2001).

A prevaléncia de DTM ainda € tema de discussdo na literatura. Apesar de
existirem fortes evidéncias de que mulheres compdem a maioria dos pacientes portadores
desta desordem, este assunto ainda € controverso. Além disso, existem fortes evidéncias
sobre o padrdao de prevaléncia e severidade das desordens temporomandibulares que
permitem hipotetizar sobre a implicagdo dos hormdnios sexuais femininos estrogénicos na
fisiopatologia desta condicao clinica.

Ja em 1988, Von Korff ef al. conduziram um levantamento focado em condi¢des
comuns de dor e estresse psicolégico numa amostra de probabilidade composta por 1265
adultos participantes de uma grande organizacdo para manutengdo de saide em Seattle, nos
Estados Unidos. Dentre seus resultados, cabe ressaltar aqui que os autores encontraram que
as dores nas costas e no peito ndo demonstraram qualquer relacdo com idade ou género. J4
as dores abdominais, de cabega e facial tiveram menor prevaléncia a partir da idade de 65
anos e foram mais comuns em mulheres do que em homens. Os autores ponderaram que a
diminuida prevaléncia com o avancar da idade e a predilecdo pelo género feminino destas
condicdes de dor, podem ter importantes implicacdes para a explicagdo da etiologia destas
condicdes e ressaltaram a importancia de se pesquisar os efeitos da idade e do género sobre
as mesmas.

No mesmo ano e em virtude da escassez de estudos epidemioldgicos especificos
para as desordens temporomandibulares, Locker & Slade (1988) desenvolveram este tipo de

estudo com o objetivo de estimar a prevaléncia e distribuicio de sintomas comumente

associados a estas desordens em uma amostra populacional de adultos de Toronto, no



Canadd. Uma técnica de discagem digital aleatoria foi utilizada para identificar 1002
individuos com idade acima de 18 anos. Destes, 67,7% responderam ao questiondrio para
acesso de sinais e sintomas de DTM, dos quais 48,8% responderam positivamente para uma
ou mais das questdes que abordavam tais sinais ou sintomas. Sons articulares, fadiga e
rigidez musculares e mastigacdo desconfortdvel foram os sintomas mais freqiientemente
relatados. Dor funcional ou em repouso estiveram presente em 12,9% dos entrevistados.
Diferencas entre os géneros e faixas etdrias foram estatisticamente significantes, com
mulheres e individuos mais jovens tendendo a relatar um ou mais sintomas mais do que
homens e individuos de faixas etdrias mais avangadas.

Em 1990, Dworkin et al., conduziram o primeiro estudo epidemiolégico sobre
as disfuncdes temporomandibulares na populacido norte-americana. Neste estudo, utilizaram
o mesmo método para avaliar pacientes sintomadticos e buscando tratamento para DTM
(casos clinicos), pessoas selecionadas aleatoriamente da comunidade que relataram DTM
(casos da comunidade) e pessoas da mesma comunidade livres de DTM (controles da
comunidade), totalizando um nimero de 1016 pessoas envolvidas no estudo. Dentre seus
achados, destacam-se aqueles que demonstraram taxas elevadas de DTM em mulheres: 84%
dos casos clinicos foram compostos por elas, assim como cerca de trés quartos dos casos da
comunidade com dor relacionada a DTM eram do género feminino.

No més seguinte, Dukro et al. (1990) publicaram seus resultados de prevaléncia
de cinco sintomas de DTM e sintomas associados de dor, dor de cabeca e estresse obtidos
através de um levantamento telefonico aleatério em uma grande drea metropolitana dos
Estados Unidos. Dentre os sintomas avaliados estiveram o bruxiSmo noturno, sons
articulares durante a fungdo, sensibilidade dolorosa ao acordar ou em fun¢do e apertamento
diurno. Do geral, 149 dos 500 entrevistados no estudo relataram um ou mais desses
sintomas. Os mesmos ndo foram mais prevalentes em mulheres do que em homens, porém o
foram em individuos mais jovens

Baseados no fato de que a descricdo da prevaléncia de DTM na populagédo € de
grande valia para cientistas, responsaveis por politicas de saude e clinicos, Glass et al.

(1993) publicaram um estudo epidemioldgico feito através de um levantamento telefonico



que buscou acessar a prevaléncia de sintomas relacionados as DTM em uma amostra
aleatdria e ndo-clinica da drea metropolitana de Kansas City, nos Estados Unidos. Das 534
pessoas entrevistadas, 246 relataram um ou mais dos seguintes sintomas: bruxismo noturno,
apertamento diurno, sensibilidade mandibular, e sons articulares. Os sintomas nao foram
mais prevalentes em mulheres do que em homens, porém o foram em individuos com idade
inferior a 45 anos.

Ainda em 1993, um grupo de estudo da Grécia publicou resultados de um
trabalho que propds especificar o papel do género e da idade no desenvolvimento de
sintomas de desordens craniomandibulares. Para isso, Koidis et al. compuseram um grupo
de 195 pacientes com idades entre 16 e 70 anos que foram avaliados pelo Indice
Craniomandibular (CMI). A proporcio mulher:homem de pacientes foi de 4:1. e a
prevaléncia de ruidos articulares, dor de cabeca, apertamento dental, hipomobilidade,
dificuldade ao mastigar e sintomas neuromusculares foi maior entre mulheres jovens (até 30
anos de idade) do que entre outras faixas etdrias ou homens. Houve uma correlacido
estatisticamente significante entre a severidade dos sintomas e a idade para as mulheres, que
apresentou declinio com o avangar da idade.

Com o objetivo de estimar a prevaléncia de auto-relatos de sintomas de DTM na
populacdo canadense de Québec e de analisar a inter-relagdo entre estes sintomas e fatores
potencialmente predisponentes, Goulet et al. (1995), realizaram um levantamento a partir de
populacdo das dreas rural e urbana e ajustaram as estimativas de prevaléncia de acordo com
género, idade e outras varidveis sociodemogrificas. Em um primeiro momento, 1675
pessoas acima de 18 anos foram contatadas por telefone e responderam a um questionario.
Em seguida, foi-lhes enviado um questiondrio em escrito, dos quais um total de 897
respondeu. Com relacdo a dor, mulheres relataram acometimento cerca de duas vezes maior
que homens, sendo que dor severa esteve presente em uma a cada sete mulheres, enquanto
apenas em um a cada vinte e cinco homens. No que diz respeito aos ruidos articulares e
dificuldade ao abrir a boca, as mulheres mostraram-se duas vezes mais acometidas que os

homens, resultados estatisticamente significantes. Sinergicamente, os individuos do género



feminino mostraram-se mais propensos a buscarem por tratamento para sua DTM numa
proporg¢do de 3:1.

Em 1997, LeResche et al. conduziram dois estudos epidemiolégicos para avaliar
se 0o uso de hormdnios exdgenos estd associado a um maior risco de dor
temporomandibular. Ambos utilizaram dados farmacoldgicos de prontudrios de mulheres
participantes de uma grande organizacdo para manutencdo de sadde para identificar
prescricdes de terapia de reposi¢cdo hormonal (TRH) para mulheres na menopausa (Estudo
1) ou de contraceptivos orais (CO) para mulheres em idade fértil (Estudo 2). No primeiro
estudo, 1291 mulheres acima de 40 anos de idade e indicadas para tratamento de DTM
foram comparadas a 5164 controles. A chance de ser portadora de DTM foi
aproximadamente 30% maior entre aquelas usando estrégeno quando comparadas aquelas
ndo expostas a ele; uma clara relacdo dose-dependente ficou evidente. A relacdo com uso de
progesteronas nao foi estatisticamente significante. No segundo estudo, 1473 casos de DTM
foram comparados a 5892 controles, todas com idade entre 15 a 35 anos. O uso de CO
esteve associado a um risco cerca de 20% maior de DTM. Estes resultados sugerem que o
horménio sexual feminino estrégeno pode desenvolver um papel etiolégico nas dores
orofaciais.

Contraditoriamente, Kuttila er al. (1998) avaliaram a associacdo entre a
necessidade de tratamento para DTM e idade, género e estresse em uma amostra da
populacdo adulta Finlandesa composta de 506 individuos. Apds andlise de regressio
logistica, idade e género ndo foram considerados preditores de tal necessidade e os autores
supuseram que a maior prevaléncia de sinais e sintomas de DTM encontrada entre as
mulheres pode ser explicada pelo maior nivel de estresse apresentado por elas.

No mesmo ano, Dao et al. (1999) publicaram um estudo piloto que realizaram
para testar a hipotese de que, se os hormoOnios reprodutivos desempenham papel na
modulagdo da dor, os niveis de dor miofascial de pacientes deveriam demonstrar um padrao
de variacdo consistente e paralelo a flutuagdo dos hormodnios reprodutivos endégenos ao
longo do ciclo menstrual. Seria esperado que este padrdo fosse alterado em usudrias de

contraceptivos orais, ja que suas flutuacdes hormonais sido estabilizadas pelos hormonios



exdgenos. De fato, como resultados, os autores encontraram que as variacdes nos niveis de
dor das usudrias de contraceptivos orais tenderam a ser menores do que os valores
correspondentes observados em nao-usudrias. Além disso, os niveis de dor nas usudrias de
contraceptivo oral se mantiveram positivos ao longo dos trés ciclos menstruais estudados,
enquanto nas nao-usudrias, picos de dor se alternaram com periodos livres de dor.

No ano 2000, Kamisaka et al., acompanharam uma populagcdo de pacientes nao
tratados para DTM composta por 672 individuos selecionados aleatoriamente por quatro
anos com o objetivo de investigar o curso natural dos sintomas de DTM e de estimar a forca
da relacdo entre diversos fatores considerados de risco para estas desordens e a precipitacao
e perpetuacdo dos seus sintomas. Publicaram seus resultados mostrando, entre outros
achados, que o género feminino tem 2,81 mais chances de perpetuagao da sua disfuncdo do
que o masculino.

Ja Hatch et al. (2001), baseados nos trabalhos anteriores que sugeriram uma
associacdo entre o uso de estrégeno exdgeno e risco de DTM, propuseram um novo estudo
para acessar esta relacio. Contaram com um examinador calibrado para aplicar o Indice
Cranio-mandibular (CMI) que avaliou 510 mulheres com idades entre 37 e 82 anos, das
quais 174 estavam fazendo uso de medicacdo contendo estrégenos, seja sob a forma de
contraceptivos orais ou de terapia de reposicio hormonal. Apds controlar as varidveis
demogrificas, nivel sociocultural e acesso a convénio médico, os autores ndo encontraram
diferencas estatisticas significantes entre mulheres fazendo ou ndo uso de estrégenos
exdgenos para os sinais e sintomas de desordem temporomandibular, sejam eles musculares
ou articulares.

Todavia, em seu estudo avaliando 42 mulheres com ciclos menstruais regulares e
desarranjos internos de ATM, Suenaga et al. (2001) obtiveram resultados que correlacionam
os hormonios sexuais femininos com a patogenia das DTM. Tiveram como objetivo
correlacionar a fase do ciclo menstrual com dor articular e imagens de ressonancia
magnética mostrando alteracOes patoldgicas do ligamento posterior do disco articular e,
como resultados, encontraram correlagdo entre a fase de maior concentragdo de estrogeno

circulante e maiores niveis de dor articular, concluindo entdo que as fases do ciclo menstrual
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podem desempenhar papel no grau de dor articular e patologia inflamatéria do ligamento
posterior do disco articular.

Em um estudo conduzido em uma populacdo brasileira sem diagndstico prévio
de DTM, os participantes foram avaliados através de questiondrio e 0s autores encontraram
uma prevaléncia de disfun¢do quase quatro vezes maior em mulheres do que em homens
(Pedroni et al., 2003).

Poucos estudos ja foram publicados investigando o papel de flutuacdes
hormonais na freqiiéncia ou intensidade de dores musculoesqueléticas, como as DTM. Por
este motivo, LeResche et al. (2003) desenvolveram um estudo com o objetivo de acessar
alteracdes nos niveis de dor temporomandibular muscular e articular em relac@o as fases do
ciclo menstrual. Os grupos de casos de DTM foram compostos por 35 mulheres nao
usudrias de contraceptivos orais (CO), 35 usudrias de CO e 21 homens. O grupo controle foi
composto por 35 mulheres ndo-usudrias de CO e livres de DTM ou outras dores cronicas.
Para testar as variacdes ciclicas, os ciclos menstruais foram padronizados em 28 dias e os
dados foram agrupados em nove periodos de trés dias por ciclo. Os niveis gerais de dor
média e pior dor ndo diferiram entre os grupos de DTM. Para pior dor, a andlise
multivariada revelou diferenca estatisticamente significante ao longo dos periodos de trés
dias tanto para o grupo de ndo-usudrias como para o de usudrias de CO. Nos dois grupos,
os niveis de dor aumentaram em dire¢do ao final do ciclo e tiveram seu pico durante a
menstruacdo. Apenas em mulheres ndo-usudrias de CO, houve um pico de dor secundario
no periodo dos dias 13-15, em torno do periodo de ovulacdo. Com estes resultados, os
autores sugeriram que a dor temporomandibular em mulheres é maior em periodos em que o
nivel de estrégeno é mais baixo e que rapidas alteragdes neste nivel também podem estar
associadas a dor aumentada.

Para acessar a relacdo entre condicdes de dor, dentre as quais a dor
temporomandibular, e o género e grau de desenvolvimento pubertal, LeResche et al. (2005)
conduziram um estudo transversal baseado em uma populacdo de adolescentes. Os autores
testaram a hipdtese de que a prevaléncia de condicdes de dor aumentariam com a

progressdo da puberdade em mulheres, mas ndo em homens. Os sujeitos, 3101 garotos e
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garotas com idade entre 11 e 17 anos, relataram a presenca de cada sintoma de dor e
completaram escalas acessando o grau de desenvolvimento pubertal, sintomas somaticos e
depressivos. A prevaléncia de dor nas costas, dor de cabeca e dor temporomandibular
aumentaram significantemente com o avango da puberdade para as mulheres. Os niveis de
somatizacdo, depressdo e probabilidade de experimentar dores multiplas também
demonstraram o mesmo padrdo em meninas. Para os meninos, a prevaléncia de dor nas
costas e facial aumentou, a de dor no estomago diminuiu um pouco e a de dor de cabeca
permaneceu inalterada com o avango da maturidade. Os autores concluiram que para os dois
géneros, o grau de desenvolvimento pubertal € um melhor preditor de dor do que a idade em
si. Ainda, acrescentaram que, aparentemente, a dor, outros sintomas somaticos e depressao
aumentam sistematicamente com o desenvolvimento pubertal em mulheres.

Considerando a hip6tese de que alguns tecidos articulares da ATM possam ser
alvo para hormonios sexuais, Landi et al. (2005) realizaram um estudo com o objetivo de
avaliar os niveis séricos de estrégeno e progesterona em uma amostra de populacdo de
adultos jovens italianos afetados pelas formas articulares de DTM diagnosticadas pelo
Research Diagnostic Criteria for Temporomandibular Disorders (RDC/TMD) e
compararam aos de pacientes sauddveis. Um total de 40 pacientes (20 homens e 20
mulheres) diagnosticados com deslocamento de disco e/ou artralgia, osteoatrite ou
osteoartrose de ATM e de 32 voluntarios controle participaram do estudo e seus niveis
séricos de 17pB-estradiol e progesterona foram determinados utilizando radioimunoensaio.
Como resultados significantes, os autores encontraram que apenas os niveis de 17p-estradiol
foram maiores para o grupo de paciente, tanto para mulheres na fase litea do ciclo
menstrual como para homens. Estes resultados sugerem que niveis séricos elevados de
estrogeno podem estar implicados na fisiopatologia das desordens temporomandibulares.

No ano de 2008, Fischer et al. conduziram um estudo com o objetivo de
investigar a influéncia do género e dos hormoénios ovarianos na nocicep¢do da ATM
induzida pela injecdo de formalina e glutamato em ratos. O comportamento nociceptivo dos
machos foi similar ao das fémeas na fase proestro do ciclo estral (altos niveis de estrégeno)

mas foi significantemente menor do que o das fémeas na fase diestro (baixos niveis de
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estrogeno). J4 que os niveis séricos de estradiol mas ndo de progesterona foram
significantemente maiores na fase proestro do que na fase diestro, esses dados sugerem que
as fémeas com niveis enddgenos de estrégeno mais baixos sofrem uma exacerbacdo da
nocicepcdo na ATM. O comportamento nociceptivo dos animais ovariectomizados foi
similar aquele das fémeas na fase diestro e foi significantemente maior do que o exibido
pelas fémeas proestro. Apesar da administragdo de estradiol e progesterona ter reduzido
significantemente a nocicep¢do na ATM nas fémeas ovariectomizadas, a combina¢do dos
dois hormdnios ndo aumentou o efeito antinociceptivo induzido por cada um deles. Estes
achados indicam que estradiol e progesterona reduzem nocicepcao na ATM de uma maneira
independente. Com isso, os autores concluem que os hormonios ovarianos tém efeito
antinociceptivo nos modelos de comportamento nociceptivo da ATM induzido por
formalina e glutamato. Portanto, a maior prevaléncia e severidade da dor
temporomandibular em mulheres na idade reprodutiva pode ser uma conseqii€ncia das
flutuacdes hormonais a que ocorrem ao longo do ciclo menstrual e dos periodos de baixos
niveis séricos de estrégeno enddégeno, aumentando o risco de mulheres experimentarem dor
temporomandibular nestes periodos.

Ainda em 2008, foi conduzido mais um estudo para se avaliar a aparente relacao
entre o uso exdgeno de hormonios e a DTM. Nele, Nekora-Azak et al. trabalharam com 180
mulheres turcas na pds-menopausa, com idades entre 42 e 72 anos que foram avaliadas
clinicamente e por questiondrio para os sinais e sintomas de DTM, estado geral de satide e
uso de terapia de reposi¢ao hormonal (TRH). Neste estudo, nao foi encontrada nenhuma
diferenca estatistica significante para os sinais e sintomas de DTM quando comparadas
mulheres fazendo ou ndo TRH e os autores concluiram que ndo hé associacdo entre o uso
exdgeno de hormonios e risco de sinais ou sintomas de DTM.

Isto posto, no que concerne a relacdo entre desordens temporomandibulares e
estrogenos, estes hormoOnios tém sido sugeridos como fator impactante definindo a
capacidade adaptativa da ATM do hospedeiro (Arnett et al., 1996).

Entretanto, tendo em vista o conteido apresentado até aqui, € possivel notar que

os estudos examinando os efeitos dos hormodnios sexuais na DTM tém encontrado
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resultados contraditérios. Enquanto uns encontraram associacdo entre o uso exdgeno de
estrogenos e os sintomas de DTM, outros poucos falharam ao encontrar esta associa¢ao.
Em conjunto, essas informagdes nos permitem supor que fatores intrinsecos ao
hospedeiro, como sua composicao genética, por exemplo, possam desempenhar importante
papel na diferenca de resposta inter-individual no que se refere ao desenvolvimento de
condicdes patologicas. Isto é, torna-se plausivel considerar que individuos expostos a
multifatoriedade etioldgica das disfungdes temporomandibulares, podem ou ndo vir a ser

acometidos por esta desordem em funcdo da composi¢do do seu genoma.

2.2 DTM E ESTROGENOS: SEUS RECEPTORES E MECANISMOS DE ACAO

Indubitavelmente, pacientes com DTM compde um grupo heterogéneo no qual
complexos fatores fisiologicos, psicoldgicos e sociais estdo presentes. Entretanto, uma vez
que parece existir dimorfismo sexual entre os individuos acometidos por DTM com marcada
predilecdo pelos do género feminino, € importante que dados a respeito da fisiopatologia do
complexo articular temporomandibular sejam apresentados para melhor se entender os
objetivos deste estudo.

Especificamente no que concerne as desordens temporomandibulares, alguns
estudos ja foram publicados apontando a articulagdo envolvida, através de seus tecidos
constituintes, como tecido-alvo para a acdo do estrégeno.

Em 1986, Aufdemorte et al. utilizaram um método autoradiografico para avaliar
a presenca de receptores para 17B-estradiol no complexo articular temporomandibular de
cinco babuinos fémeas idosas. O estudo foi conduzido num esfor¢o para aprender mais
sobre a fisiopatologia deste complexo e numa tentativa de fornecer bases cientificas para
explicar a preponderincia de mulheres buscando ou sob tratamento para DTM relatada na
literatura. O experimento revelou que o complexo da ATM contém numerosas células com
receptores para estrogeno, principalmente na superficie articular do condilo, disco e cépsula
articulares. Os musculos da mastigacdo apresentaram relativamente menos receptores. Com
bases nesses achados, os autores se permitiram postular um papel para os hormdnios sexuais

esteroidais na manutengdo, reparo e/ou patogenia das DTM.
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No ano seguinte, 0 mesmo grupo de autores publicou um segundo estudo
autoradiogrifico para tentar identificar receptores de estrégeno no complexo articular
temporomandibular de babuinos machos. Este estudo falhou em demonstrar presenca
nuclear de estrégeno radio-marcado em qualquer tecido do complexo estudado. Nos
mesmos animais, a presenca de estrégeno foi notada em outros tecidos, como na glandula
pituitaria. Concluiram, entdo, que seus achados forneciam evidéncias adicionais de um
dimorfismo sexual no que diz respeito a distribuicdo de receptores de estrégeno no
complexo articular temporomandibular (Milam et al., 1987).

Abubaker et al. (1993) justificaram seu estudo esclarecendo que numerosos
estudos ja haviam sido feitos para se demonstrar a presenca de receptores de estrégeno e de
efeitos mediados pelo estrégeno através deste receptor na cartilagem articular de vdrias
espécies, inclusive em humanos. Uma vez que os sintomas de DTM sao mais prevalentes em
mulheres, desenvolveram seu estudo para investigar a presencga de receptores de estrogeno e
progesterona na ATM humana. Para tanto, sete espécimes de disco articular de mulheres
com desarranjos internos de ATM foram analisados para a presenca destes receptores e
comparados a 15 espécimes obtidos de homens e mulheres sem sinais ou sintomas de ATM
que foram submetidos a cirurgia de base do cranio e tiveram sua ATM extirpada para tal
acesso. Os receptores foram detectados tanto em homens como em mulheres, sintométicas
ou ndo. Em conclusdo, os autores afirmaram que o disco articular é, pelo menos em alguns
homens e mulheres, um tecido-alvo em potencial para os hormonios sexuais femininos.

Em 1996, Abubaker et al. trouxeram a publico os resultados de outro trabalho,
suportando a hipdtese de que os estrogenos estejam envolvidos na patogenia dos
desarranjos internos de ATM. Com a intencdo de avaliar o efeito dos hormdnios sexuais
sobre o conteudo de coldgeno e proteina do disco articular em ratos fémeas e machos, os
autores trabalharam com 144 animais divididos em grupos controle — machos e fémeas sem
receber nenhum tipo de tratamento -, grupo placebo — machos e fémeas que receberam
simulagdo de cirurgia e tratamento com placebo — e outros grupos constituidos de variagoes
na combinagdo entre ooforectomia/ovariectomia € administracio de estrogeno,

progesterona, combinagdo de estrogeno e progesterona ou testosterona. O conteudo de
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coldgeno foi maior nos ratos machos controles do que nas fémeas, caracteristica que
desapareceu entre os ratos castrados recebendo placebo. Para ratos fémeas recebendo
estrogenos combinados com progesteronas, houve diminui¢do estatisticamente significante
na quantidade total de proteina do disco articular; de forma semelhante, os machos tratados
apenas com estrogenos apresentaram quantidade significantemente menor de contetdo de
colageno.

Os efeitos do estrégeno sobre o tecido dsseo sdo bem documentados. No
entanto, comparativamente pouco ainda € sabido sobre seus efeitos sobre a cartilagem.
Baseando-se nisso, Ng et al. (1999) conduziram um estudo com os objetivos de determinar
se os receptores de estrogeno estdo presentes na cartilagem condilar da mandibula de ratos e
acessar o efeito de concentragdes variadas de 17fB-estradiol (E2) no conteido de
proteoglicanos deste tecido. Células da cartilagem condilar de ratos foram extraidas e
cultivadas em meios com diferentes concentracdes de E2. Em seguida, a cartilagem foi
analisada para conteido de proteoglicanos e presenca de receptores de estrogeno e
comparada com espécimes cultivadas em meios que ndo continham E2. Os receptores de
estrogeno mostraram-se equivalentemente distribuidos nas zonas condrobldstica e
hipertréfica dos grupos controle e de concentragio de 10" mol/L de E2. Nas concentracdes
de 10 e 10° mol/L de E2, houve decréscimo qualitativo nos condroblastos hipertréficos,
espessura da cartilagem articular e no conteido de proteoglicanos. Os autores puderam
concluir que os receptores de estrégeno estdo presentes na cartilagem articular do condilo
mandibular de ratos e que este hormdnio tem potencial para causar decréscimo na matriz
extracelular e espessura desta cartilagem, dependendo de sua concentracdo sérica.

Buscando esclarecer se a articulacdo temporomandibular é ou ndo um tecido-
alvo para o estr6geno, Yamada et al. (2003) examinaram a expressdo da proteina e do
RNAm de REa na ATM de ratos machos adultos por imunohistoquimica e hibridizagao
histoquimica in situ, respectivamente. Uma intensa imunoreatividade para REa foi localizada
na camada de células sinoviais, células do estroma no disco articular e condrécitos na ATM.
A hibridizag¢@o histoquimica in situ confirmou sinais intensos de RNAm de REa na camada

de células sinoviais e nos fibroblastos subjacentes. Os nucleos de condrdcitos mostraram
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uma intensa imunoreacdo para REa nas camadas madura e hipertrofica da cartilagem
articular. Em adi¢do a localizacdo nuclear de REa, uma fraca imunoreagdo pareceu no
citoplasma de algumas células positivas para REa. Com isto, os autores concluiram que seus
achados suportam a hipétese de que o tecido articular da ATM € potencialmente um tecido-
alvo para o estrégeno.

Mediante o exposto, é plausivel supor que a interacdo REa-estrégeno possa, de
alguma maneira ainda ndo esclarecida, exercer seus efeitos sobre as desordens que
acometem as articulacdes temporomandibulares.

Nesse sentido, estudos em animais ja foram conduzidos a fim de elucidar através
de quais mecanismos ou como o estrogeno pode influenciar a ATM e predispor a DTM.

Em 1996, Okuda et al. investigaram os efeitos da ovariectomia na ATM de ratos
jovens. Para isso, foi realizada andlise histomorfométrica da articulacio de ratos que
passaram apenas pela simulacdo de cirurgia e comparada a de ratos castrados que foram
sacrificados 1, 2, 4 e 8 semanas apds a ovariectomia. Os niveis séricos de estrogeno,
calcitonina e paratormonio também foram determinados para todos os animais. Nos ratos
que passaram apenas pela simulagdo cirdrgica, os niveis de calcitonina e estrogeno
aumentaram com o tempo, assim como aumentaram o volume dsseo e a superficie ostedide.
Nos ratos operados, obviamente, o estrégeno nido pode ser detectado. Além disso, foi
observada uma alteracdo bifdsica nos niveis de paratormdénio, com aumento nas duas
primeiras semanas e decréscimo nas semanas 4 e 8, enquanto o nivel de calcitonina se
manteve constante. Nestes mesmos animais, a espessura do tecido mole articular aumentou
nas porcoes central e anterior do condilo mandibular e o volume 6sseo decresceu ao longo
do experimento, principalmente na por¢do posterior. Com estes resultados, os autores
concluiram que a deficiéncia de estrogeno durante a puberdade pode predispor a alteracdes
da ATM através de modificacOes nos niveis séricos de calcitonina e paratormonio.

Num estudo que buscou avaliar os efeitos da idade e da ovariectomia no condilo
mandibular de ratos, Tanaka et al. (1998) avaliaram 120 animais que foram sacrificados 7,
14, 30 e 60 dias apds a cirurgia ou a simulacdo da mesma. As varidveis avaliadas foram a

densidade mineral dssea e a drea medular. Nenhuma diferenca foi observada na DMO entre
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os grupos operado e controle. Alteragdes osteosclerdticas relacionadas a idades foram vistas
no grupo controle e , em contraste, o grupo castrado mostrou pouca alteracdo na drea
medular em funcdo da idade. Por outro lado, este valor foi significantemente maior em
comparac¢do ao grupo de simulagdo cirdrgica a partir do décimo quarto dia de ovariectomia.
Os autores inferiram que a deficiéncia de estrégeno causou significante aumento na area
medular vista no condilo mandibular de ratos e se permitiram especular que alteracdes
osteopordticas podem ocorrer nesta estrutura em mulheres na pés-menopausa.

Na tentativa de entender a relacdo entre estrogeno e DTM, Min et al. (2007),
investigaram os padrdes de expressdo de marcadores de formagdo dssea em ratos fémeas.
Runx2 € um fator de transcri¢do importante para a diferenciacdo osteobldstica a partir de
células mesenquimais multi-potenciais, que aumenta esta diferenciacdo em estdgios iniciais e
a inibe em estagios avancados do crescimento. A proteina morfogénica de osso (BMP-4) ¢
um polipeptidio que pertence a superfamilia dos fatores transformadores de crescimento beta
e induz a formagao de cartilagem e osso na proliferacdo celular, apoptose, diferenciacao e
morfogénese. A sialoproteina 6ssea (BSP) é uma proteina ndo colagenosa presente em sitios
de formacao de osso. Os padrdes de expressao de Runx2, BMP-4 e BSP foram avaliados e
comparados entre 0s grupos controle e uma, quatro e oito semanas apOs a ovariectomia.
Como resultados, a expressao de Runx2 e BMP-4 aumentou enquanto a de BSP decresceu
gradualmente nos grupos ovariectomizados. Os autores concluiram que o estrégeno
desempenha um importante papel no metabolismo e manutencdo da ATM via regulacdo de
moléculas sinalizadoras como Runx2, BMP-4 e BSP, sugerindo que a deficiéncia de
estrogeno é uma causa em potencial para DTM.

RANK ¢€ o receptor ativador do fator nuclear kappa B, um fator de transcri¢ao
que uma vez ativado por seu ligante (RANKL) induz a osteoclastogénese e ativacdo de
osteoclastos maduros. O fator 1 de estimulagdo de colonia de macréfagos (M-CSF) age
através de seu receptor, c-fms, para também induzir a osteoclastogénese e garantir a
sobrevivéncia de osteoclastos maduros. Investigacdes ultra-estruturais demonstraram que a
membrana sinovial da ATM consiste principalmente de dois tipos celulares: macrofagos e

fibroblastos. Em seu estudo, Galal et al. (2007) avaliaram os efeitos do estrogeno sobre a
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expressao de RANK, c-fms e receptores de estrogeno em culturas de células precursoras de
osteoclastos. Obtiveram os seguintes resultados: houve um aumento tempo-dependente na
expressao de RANK e c-fms apds a aplicagdo da concentracdo maxima de estradiol; ocorreu
aumento gradual na expressdao de receptores de estrogeno o e [ apds a aplicagdo da
concentracdo minima de estrogeno e as expressoes de RANK e c-fims aumentaram conforme
de aumentou a concentracdo de estrégeno no meio de cultura. Em conclusao, os autores
relataram que as células macrofigicas da camada sinovial expressam receptores de
estrogeno, o que ¢ aumentado pelo tratamento com o hormdnio e hipotetizaram um
aumento na colonizacdo por macréfagos via o aumento relatado de c-fms. Ainda
acrescentaram que seus achados podem fornecer uma interpretacdo para a maior tendéncia
de mulheres sofrerem com desordens articulares de ATM.

No ano seguinte, 0 mesmo grupo de autores publicou um segundo estudo no
qual avaliaram o efeito do estrégeno sobre a expressao de RANKL, OPG, M-CSF/CSF-1 e
c-fms e receptores de estrogeno em células sinoviais fibrobldsticas humanas e células
ATDCS. Neste trabalho, demonstraram a expressio de M-CSF/ CSF-1 e c¢-fmms num efeito
tempo-dependente apds a administragdo de estrogeno. Baseados em estudos prévios
relatando que M-CSF/CSF-1 regulam a proliferacdo e diferenciacdo de células
hematopoiéticas progenitoras em macréfagos, estes achados somam-se aos seus primeiros
para explicar a maior tendéncia de individuos do género feminino de sofrerem com DTM
(Galal et al, 2007).

Em 2008, Yun et al. avaliaram os efeitos do estrégeno sobre a sintese de
citocinas por células da ATM de ratos. As células da cartilagem condilar foram cultivadas
em meios contendo diferentes concentracdes de 17B-estradiol e as concentragdes de
citocinas foram mensuradas através de imunoensaio (ELISA). Em seus resultados, os
autores encontraram que a expressao das citocinas Il-1f, -6 e -8 aumentaram a medida em
que aumentou a concentracdo de estrogeno; ji com a expressdo das I1-4 e -10, que tém
papel anti-inflamatdrio, ndo aconteceu o mesmo os resultados ndo diferiram entre os grupos

experimentais e controle. Estes achados sugerem que o estrégeno tem potencial de causar
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doencas da articulacio temporomandibular através da indug¢do de citocinas pro-
inflamatdrias.

Todas estas observagdes sugerem um papel em potencial para o hormdnio
sexual feminino estrogénico na fisiopatologia da DTM. No entanto, pouco ainda ¢é
conhecido sobre os mecanismos da dor temporomandibular € mecanismos através dos quais
o estrogeno também pode contribuir para essa dor.

Apesar das bases fisioldgicas para o dimorfismo sexual de diversas condi¢des de
dor ndo serem conhecidas, é muito provavel que o estrégeno seja um importante fator
subjacente. Flake e al. (2005) conduziram um estudo em ratos fémeas ovariectomizados,
recebendo e ndo recebendo reposicdo de estrogeno, para testar a hipdtese de que este
hormo6nio pode aumentar a excitabilidade de neur6nios aferentes da ATM e a sensibilizacdo
induzida por inflamacdo desses mesmos neurdnios. Os autores encontraram que tanto a
inflamacdo como o estrogeno foram capazes de aumentar a excitabilidade dos neurdnios
pela diminuicdo do limiar do potencial de acdo e reobase e por aumento na incidéncia de dor
espontanea. O efeito foi cumulativo para ratos recebendo tanto o estimulo inflamador como
o estrogeno, que exibiram a maior excitabilidade. Concluiram, entdo, que a influéncia do
estrégeno na excitabilidade neuronal da ATM pode ajudar a explicar a diferenca entre os
géneros observada na dor temporomandibular.

Baseados no fato de que muitas condi¢des de dor que sdo mediadas pelo nervo
trigémio - como as dores de cabeca e a DTM, por exemplo — sdo mais prevalentes em
mulheres do que em homens e de que ndo se sabe a distribuicdo de neurdnios positivos para
REa no sistema trigeminal, Bereiter et al. (2005) usaram imunocitoquimica quantitativa para
comparar a distribui¢do de neurdnios marcados por REa no complexo do trigeminal do
tronco encefélico (TBC) e ginglio trigeminal de ratos machos e fémeas e em diferentes fases
do ciclo estral. Uma alta densidade de neurdnios marcados por REa foi vista na lamina
superficial (I-III) ao longo do subnucleo caudal trigeminal (Vc) e do corno dorsal cervical
superior. A contagem de neur6nios positivos para REa na lamina I-III foi similar para
fémeas proestro e diestro, enquanto machos tiveram menos células positivas. A lamina

profunda (IV-V) do Vc e o corno dorsal cervical tiveram menos neurdnios positivos para
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REa em todos os grupos. Na regido ao redor do canal central nos niveis caudais do Ve,
fémeas proestro tiveram mais neurdnios positivos do que fémeas diestro ou machos. Poucas
células marcadas foram vistas rostralmente a regido de transi¢do entre aos subnicleos
trigeminais interpolar e caudal (Vi/Vc) em qualquer grupo. No ganglio trigeminal, fémeas
proestro e diestro tiveram um nimero moderado (8-10%) de neur6nios médios ou pequenos
marcados no niucleo, enquanto os machos tiveram menos células marcadas (4,5%).
Qualitativamente, o padrao de coloragdo para RE foi similar, porém mais fraco, no corno
dorsal e ganglio trigeminal. Com estes resultados, os autores afirmaram que seus achados
sdo consistentes com a hipdtese de que o estrogeno pode agir através de células do ganglio
trigeminal e por¢des caudais do V¢ para modular aspectos autondmicos e sensoriais da dor
craniofacial de uma maneira género-dependente.

Grelina € um ligante natural do secretagogo hormonio de crescimento que tem
funcdes sobre a regulacao do apetite, inflamacdo e estruturas vasculares. O gene da grelina
humana apresenta sitios de ligacao para os elementos responsivos ao estrégeno, o que pode
permitir a regulagdo da sua expressdo génica pelo estrogeno. Neste estudo, Puri et al.
(2006) analisaram a expressdo de grelina no ganglio trigeminal de ratas com ciclos
menstruais normais e esta andlise revelou que a expressao da proteina é aumentada em mais
de cinco vezes nas fases do ciclo em que o nivel de estrégeno € maior — fase proestro e
inicio da estral — quando comparadas a fase de baixas concentrag¢des de estrégeno — diestro.
Além disso, a andlise imunohistoquimica duplamente marcada permitiu identificar o fenétipo
dos neurdnios contendo grelina, que foi encontrada em axonios amielinizados, mielinizados e
neurdnios nociceptores. Portanto, praticamente todas as principais populacdes de neurdnios
trigeminais contém grelina. Estes resultados permitiram concluir que a grelina, um
polipeptideo multifuncional, pode contribuir para os mecanismos que ligam sindromes de

dor orofacial a mulheres, incluindo a DTM e migranias, as alteracdes hormonais ciclicas.

21



2.3 POLIMORFISMOS GENETICOS PARA REA E PATOLOGIAS OSSEAS E
ARTICULARES

Ao estudar doencas ou desordens que mostrem predilecdo por determinado
género € importante acessar trés possiveis fatores causais: o primeiro abrange as diferencas
bioldgicas e fisioldgicas que podem tornar um dos géneros mais vulnerdvel a uma
determinada condicdo patoldgica; em segundo lugar, devem-se considerar os fatores
comportamentais que podem levar a essa distin¢do entre os géneros; e finalmente, ha de se
considerar a genética para ponderar até que ponto fatores genéticos associados aos géneros
sdo responsaveis pela discrepancia na incidéncia.

Neste estudo, o foco foi direcionado ao terceiro fator, isto €, a composi¢ao
genética individual que pode predispor determinados individuos ao risco de desenvolver
condicdes patoldgicas. Até o presente momento, desordens dsseas e dsseo-articulares, como
a osteoporose e diferentes tipos de artrites, ja foram associadas aos SNP Pvull e Xbal para
o REa.

Em 1996, Kobayashi et al. investigaram a relacdo entre densidade mineral ssea
(DMO) e os fragmentos de restricao Pvull e Xbal para o REa em 238 mulheres japonesas
sauddveis na pds-menopausa com idade entre 45 e 91 anos de idade. Os fragmentos de
restricao sao representados como Pp (Pvull) e Xx (Xbal), em que letras maidsculas indicam
a auséncia do sitio de restricdo e minudsculas a presenca. Individuos carregando o gendtipo
PPxx apresentaram escores de DMO significantemente menores do que aqueles carregando
os outros gendtipos. Os autores entdo sugeriram que alguma variacdo no gene REa esta
associada a baixa DMO, o que explicaria, em parte, a causa da osteoporose pés-menopausa
vista em mulheres japonesas.

Gennari et al. (1998), levando em consideracdo a constante interacdo entre
genética e fatores ambientais na determinacdo da massa dssea, conduziram pela primeira vez
um estudo em um grande grupo de mulheres na p6s-menopausa de apenas um grupo étnico,
descendentes de italianos. A partir do sangue de 426 participantes do estudo, avaliaram a
relacdo entre os polimorfismos Pvull e Xbal para o REa e para o receptor de vitamina D

(VDR) e a densidade mineral 6ssea. No que diz respeito aos receptores alfa de estrégeno, os
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pesquisadores sugeriram com seus resultados que os polimorfismos para o REa podem
exercer um papel adicional para contribuir na reducdo da determina¢do da massa Ossea,
quando associados a polimorfismos para o VDR.

Ja em seu trabalho, Han et al. (1999) ndo encontraram nenhuma associacio
entre os SNP Pvull e Xbal e DMO em mulheres coreanas. Em seu estudo, os autores
avaliaram 598 mulheres sauddveis com idades entre 20 e 74 anos e ndo encontraram
diferencas significantes na freqiiéncia de distribuicdo dos gendtipos, mesmo quando
agruparam os individuos em grupos de pré-, peri- e pds-menopausa. Concluiram, entdo, que
estes polimorfismos intronicos para o REa ndo estdo associados a DMO de mulheres
coreanas.

A fim de identificar os efeitos genéticos das variagdes alélicas Pvull e Xbal para
o REa, Sapir-Koren er al. (2001) analisaram a associacdo entre esses fragmentos de
restricdo e o escore de DMO em 344 membros de familias nucleares de uma populacdo
Russa, sendo 183 homens e 161 mulheres, com idades entre 18 a 84 e¢ 23 a 79 anos,
respectivamente. A andlise foi realizada separadamente entre os gé€neros e geragdes
(progenitores e descendentes). Entre os homens, tanto pais como filhos, o haplétipo PXPX
esteve associados a escores maiores de DMO em comparag¢do aos individuos que ndo
carregavam o haplétipo PX. Estes achados ndo foram encontrados entre mulheres, seja entre
as mdes ou filhas, e os autores ressaltaram a necessidade de se continuar investigando esta
relacdo.

Estudos de ligagdo genética e de associacdo de genes candidatos identificaram
diversos loci e genes candidatos que parecem estar envolvidos na regulacdo da massa dssea
e patogénese de fraturas osteoporodticas, dentre os quais se inclui o gene para o REa.
Baseados nisso, Albagha er al. (2001), investigaram a associa¢do entre densidade mineral
Ossea e os haplotipos definidos pelos polimorfismos Pvull € Xbal em 206 mulheres do
nordeste da Escdcia, das quais 191 estavam em menopausa ha pelo menos seis meses. Em
seus resultados, os autores encontraram que o haplotipo “Px” esteve significantemente

associado a valores inferiores de densidade mineral 6ssea em coluna lombar e pescoco
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femoral e sugeriram que este hapl6tipo ou outro polimorfismo associado a ele confiram risco
de fraturas osteopordéticas a mulheres.

No ano seguinte, Yamada et al. (2002) publicaram resultados de um grande
estudo epidemiolégico que avaliou a associacdo entre os dois polimorfismos intronicos
Pvull e Xbal e a DMO. Dois mil duzentos e trinta e oito sujeitos participaram do estudo,
entre homens e mulheres, com idades entre 40 e 79 anos. Como resultados, os autores
encontraram que o gendtipo XX esteve associado a DMO de pescoco femoral
significantemente menor do que em comparacao aos outros genétipos em mulheres acima de
60 anos de idade. Neste mesmo grupo, na andlise de gendtipos combinados, individuos
carregando o gendtipo PPXX apresentaram a mesma associacdo, quando comparados as
outras combinagdes possiveis de gendtipos. Nenhuma diferenca estatistica significante foi
encontrada para os grupos de mulheres mais jovens ou de homens. Em conclusdo, os
autores sugeriram que o gene receptor alfa de estrégeno € um l6cus de susceptibilidade para
massa 0ssea reduzida, especialmente entre mulheres japonesas idosas.

Em 2003, van Meurs et al. investigaram a influéncia de variagdes genéticas no
locus do gene REa sobre diversos parametros 6sseos em 2042 individuos idosos em um
estudo de coorte baseado em uma populagdo da Holanda. Neste estudo, os autores nao
encontraram nenhuma associacao entre os fragmentos de restricio Pvull e Xbal para o REa
e algum parametro 6sseo em homens. J4 entre mulheres, houve um efeito da dose de alelo
do haplétipo px na diminuicdio da DMO de coluna lombar e da 4rea éssea vertebral. Da
mesma forma, o mesmo efeito alelo-dependente foi encontrado evidenciando um aumento de
mais de duas vezes no risco de fratura vertebral. Concluindo, os autores puderam afirmar
que os polimorfismos encontrados na regido promotora 5’ estdo associados ao risco de
fratura vertebral e diminuicio da DMO lombar e area ¢ssea vertebral em mulheres na pds-
menopausa, mas ndo em homens, € 0 mecanismo molecular que explica esta associacdo
ainda requer mais estudos.

Qin et al. (2004), com o objetivo de verificar se polimorfismos para o receptor
alfa de estrogeno ou para o receptor de vitamina D (RVD) estdo relacionados a densidade

mineral dssea, conteido 6sseo mineral e tamanho 6sseo, avaliaram 493 mulheres chinesas
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sauddveis na pré-menopausa com idades entre 20 a 40 anos. Neste estudo, nio houve
associacdo entre os fragmentos de restricdo Pvull e Xbal para o REa e nenhuma das
varidveis estudadas, sendo que tal relacdo houve apenas para o polimorfismo Apa para o
RVD. Assim, os autores puderam concluir que o dltimo polimorfismo pode influenciar na
quantidade e manutencdo da qualidade 6ssea de mulheres chinesas na pré-menopausa,
enquanto os polimorfismos para REa parecem ndo influenciar estes fatores.

Em 2007, Ivanova et al. realizaram o mesmo tipo de estudo em uma populacao
Bulgara. Contaram com 400 mulheres no estudo e associaram os polimorfismos Pvull e
Xbal para o REa aos escores de DMO de coluna lombar, pescoco femoral e antebraco
distal, sendo que estas mulheres foram divididas em dois grupo: grupo de DMO normal
(n=180) e grupo alguma DMO baixa (n=220). Como resultado, foi encontrado que o risco
relativo de baixa DMO esteve associado aos marcadores PP e XX para os sitios
polimérficos Pvull e Xbal, respectivamente. Como conclusdo, os autores relataram que os
polimorfismos estudados estdo associados a baixa DMO em mulheres bulgaras. Ainda, estes
polimorfismos podem tornar-se importantes marcadores genéticos para o acesso de risco de
osteoporose nesta populagdo especifica.

No mesmo ano, Bustamante et al. (2007) analisaram a associacdo entre DMO e
alguns dos polimorfismos mais relevantes ja relatados para osteoporose, dentre os quais, 0s
polimorfismos Pvull e Xbal para o REa, no maior coorte de mulheres na pés-menopausa ja
estudado na Espanha. O coorte foi composto por 719 mulheres com média de idade de
aproximadamente 55 anos. Dentre seus resultados, os autores encontraram uma associagao
entre o hapl6tipo PX e indices mais elevados de DMO de pescog¢o femoral e discutiram que
seus resultados estdo de acordo com o previamente descrito na literatura, em que o alelo x,
ou haplotipos contendo este alelo, sdo mais comumente associados a valores menores de
DMO. Concluindo, afirmaram que polimorfismos para o REa estdo associados a DMO em
mulheres espanholas na p6s-menopausa.

A osteoartrite (OA) generalizada € uma doenca relativamente comum e que
acomete mais mulheres do que homens e, apesar de fatores genéticos serem sabidamente os

principais fatores de risco para essa condi¢do, os genes relacionados ao desenvolvimento
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desta doenga permanecem incompletamente conhecidos. Em virtude disso, Ushiyama et al.
(1998), investigaram a associacdo entre os polimorfismos Pvull e Xbal para o receptor alfa
de estrogeno e a OA generalizada. Para isso, fizeram a andlise dos fragmentos de restricao
Pvull e Xbal para o REa de 65 pacientes japonesas € compararam com os de 318
voluntdrias sauddveis. Como resultado, os encontraram que o gendtipo PpXx - com letras
maiudsculas indicando a presenga e mintsculas a auséncia do sitio de restricio — € um
marcador de risco significante para esta doencga, com individuos carregadores deste gendtipo
apresentado cerca de 1,9 mais chances de serem acometidos porih OA generalizada. Esta
associacdo foi ainda mais ¢ em pacientes com alteracdes radiogréficas severa e mais jovens.
Em conclusdo, os autores afirmaram que apesar da variacdo no REa ser um marcador de
risco para a doenca estudada, a maneira através da qual este gendtipo influencia no
desenvolvimento da doenca permanece desconhecida.

Artrite reumatéide (AR) é uma doencga auto-imune que afeta mais comumente
mulheres do que homens. Em vista do possivel papel dos estrégenos na patogénese da AR,
Ushiyama et al. (1999) também conduziram, no ano seguinte, um estudo para investigar a
associacdo entre polimorfismos genéticos para o REa e a AR. Avaliaram os fragmentos de
restricdo Pvull e Xbal em 70 homens e 240 mulheres portadores de AR e 300 homens e 350
mulheres sauddveis. Como resultados, os autores encontraram que apenas mulheres
carregadoras do genétipo PPxx (homozigoto Px) tenderam a desenvolver a AR mais cedo
do que aquelas que ndo carregavam copias do haplétipo Px. Concluiram, entdo, que algumas
variagdes no gene REa podem estar relacionadas ao periodo de inicio da AR, sugerindo um
papel da interacdo entre o gene e o estrégeno no desencadeamento da doenca.

Considerando as evidéncias acumuladas que suportam o papel de genes na
etiologia da OA. Diversos genes candidatos foram alvos de estudo como sendo loci de
susceptibilidade em potencial j4 que estdo envolvidos na regulacao do tecido dsseo. Em seu
estudo, Loughlin et al. (2000), analisaram a associacdo entre genes previamente sugeridos
como marcadores de doenga, como o VDR e o REa, e um novo gene candidato que estd
implicado na densidade 6ssea, 0 COL1A1, como a OA idiopatica. Para isso, avaliaram 371

pacientes e compararam com 369 voluntarios sauddveis, no Reino Unido. Neste trabalho, os
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autores nao encontraram evidéncia de associacdo entre todos os polimorfismos de
nucleotideo tnico estudados e a OA idiopética.

Ainda em 2000, Ongphiphahahkaul e al. investigaram se o polimorfismo Pvull
para o REa estd associado a diferencas funcionais na resposta a terapia de reposicio
estrogénica em mulheres tailandesas na pds-menopausa com osteoporose. Compuseram um
grupo de 124 pacientes que foram aleatoriamente divididas em dois grupos: um recebendo
0,3 e o outro 0,625mg de estrégenos eqiiinos conjugados (EEC). Para todos os individuos
tomando a maior dose de EEC, a DMO lombar aumentou significante apés um ano de
administracdo da terapia; ji para os individuos utilizando a menor dose, o mesmo foi
verdadeiro apenas para os individuos carregando os alelos PP e Pp, enquanto aqueles
carregadores do gendtipo pp ndo apresentaram melhora nos seus indices de DMO. Os
autores concluiram que o polimorfismo para o REa afeta a resposta esquelética a terapia
estrogénica em mulheres na pés-menopausa e seu efeito parece ser sitio-especifico, ja que
nao interferiu nos indices de DMO de colo femoral. A determinacao do gendtipo do REa
pode ajudar a identificar mulheres na pds-menopausa que terdo beneficios esqueléticos a
partir da terapia estrogénica.

Bergink et al. (2003) justificaram seu estudo relatando que a importéancia de influéncias
genéticas na etiologia da OA ja é conhecida, entretanto os genes envolvidos ainda sdo pobremente
definidos. Em virtude disso, estudaram a associa¢@o entre os polimorfismos para o REa Pvull e
Xbal e a prevaléncia de OA radiogrifica de joelho em 1483 idosos holandeses.
Haplotipagem direta foi o método utilizado para se investigar a associacdo com o escore
radiografico de Kellgren/Lawrence e escores de ostedfitos e diminui¢do do espago articular.
O alelo PX esteve associado com a maior prevaléncia de OA, particularmente com o nivel
de formacdo de ostedfitos, sendo que o risco associado, apds ajuste para fatores
confundentes, foi de 1.3 para individuos heterozigotos e 2.2 para homozigotos PX. Este
estudo mostrou que polimorfismos para o REa estdo associados a OA radiografica de
joelho, tanto em homens como em mulheres idosos.

Para investigar os polimorfismos para o REa para suas associacdes com OA

primdria de joelho, Jin et al. (2004) conduziram um estudo caso-controle de associa¢do contando
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com 151 pacientes e 397 individuos sauddveis de uma populacdo coreana. Trés polimorfismos para o
REa foram testados: Pvull e Xbal no intron 1 e Btgl no éxon 8. Nao houve associa¢do entre
a distribuicdo dos genétipos Pvull e Xbal e OA, porém, na andlise de hapl6tipos dos trés
polimorfismos em conjunto, o haplétipo TGA mostrou forte associa¢do inicio tardio,
condi¢do radiograficamente severa, e OA funcionalmente pobre do joelho. Em conclusio, os
autores apresentaram que o hapldtipo do gene REa pode estar associado a OA primdria de
joelho na populacdo coreana.

Mais tarde no mesmo ano, Valdes et al. (2004), também amparados pela
composicdo genética etiologica da OA, investigaram o papel de 26 SNP em 24 genes
candidatos a susceptibilidade e progressio da OA, dentre os quais os fragmentos de
restricio Pvull e Xbal no intron 1 do gene REa. O estudo contou com 749 mulheres do
Reino Unido com idades entre 43 e 67 anos. Dentre seus achados, destacam-se aqui aqueles
referentes aos receptores de estrogeno. Os autores encontraram, em similaridade ao estudo
realizado na Coréia, que os polimorfismos analisados estiveram associados ao grau de
formacdo de ostedfitos. Concluiram com seus resultados que € possivel que a combinacao
de genes pode se provar mais ttil do que um polimorfismo individual para detectar grande
efeitos sobre o risco de desenvolvimento de OA e ressaltaram que estudos a necessidade de
se desenvolver técnicas de diagndstico genético que predigam a susceptibilidade e/ou
progressdao da doenga baseadas em SNP.

A contribui¢do genética para a etiologia da espondilose espinhal, uma desordem
articular cronica degenerativa, também & sugerida. Koshizuka et al. (2006) conduziram um
estudo para determinar a associacdo de polimorfismos de fragmentos de restricdo (RFLP)
para os genes dos receptores o de estrogeno e de vitamina D, do paratormonio e da
interleucina 1B com a severidade radiografica da espondilose lombar ao nivel dos discos de
L1/2 a L5/S1 em 318 mulheres japonesas na pos-menopausa. Os autores obtiveram como
resultados uma associagdo entre os haplotipos de RFLP do REa e do RVD com a
severidade da espondilose principalmente nos niveis superiores (L1/2 e L2/3), enquanto os
outros polimorfismos ndo demonstraram nenhuma associacio. A associa¢do para o REa foi

mais forte no grupo de mulheres com idade abaixo da média, enquanto o contrério foi
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verdadeiro para o gene RVD Concluiram que os genes REa e RVD podem contribuir para a
espondilose lombar de maneiras distintas: a sensibilidade ao estrégeno influencia na
severidade nas fases iniciais da menopausa, enquanto o gene RVD desempenha importante
papel em idades mais avancadas.

Em 2005, Ribeiro conduziu um trabalho com o objetivo de correlacionar a
freqiiéncia de dois polimorfismos do gene receptor a de estrogeno (Pvull e Xbal, no intron
1) com a presenca de sinais e percepcao de dor relacionados aos desarranjos interno da
articulacdo temporomandibular. Nao houve diferenga estatistica significante na distribuicao
dos alelos dos dois polimorfismos. No entanto, houve diferenca significativa para o sitio
polimérfico Xbal quanto a distribuicdo genotipica entre as voluntdrias portadoras de
desarranjos internos acompanhados de dor e o grupo controle. O teste OR demonstrou que
o gendtipo GG aumenta a susceptibilidade de mulheres portadoras de DTM a dor em 2,55.
As evidéncias observadas neste experimento sugerem que o polimorfismo no gene receptor
de estrégeno o Xbal estd associado com a percep¢do da dor na ATM em mulheres
brasileiras.

Com o objetivo de investigar a possivel influéncia dos polimorfismos para o
receptor alfa de estrégeno sobre o esqueleto craniofacial de pacientes mulheres portadoras
de DTM, Lee et al. (2006) conduziram o primeiro estudo em busca desta associagdao
especificamente nas articulacdes temporomandibulares. Para isso, avaliaram 76 mulheres
coreanas com idades entre 17 e 48 anos, diagnosticadas como portadoras de osteoartrite
sintomatica de ATM pelo RDC/TMD, para a presenga ou auséncia dos sitios polimoérficos
Pvull e Xbal. Utilizaram o procedimento de haplotipagem direta e doze mensuracOes
cefalométricas em busca de associacdo. Mulheres carregadoras do haplotipo Px mostraram
anglo do eixo facial e comprimento do corpo mandibular significantemente menores do que
as ndo-carregadoras. Portanto, os autores sugeriram que o polimorfismo para REa contribui
para dimensoes mandibulares alteradas em pacientes mulheres portadoras de OA sintomética
de ATM e destacaram a necessidades de mais estudos sobre o papel de marcadores
genéticos que sejam relevantes para o cresciemento e adaptacdo craniofaciais para ampliar

os conhecimentos sobre os determinantes da morfologia craniofacial.
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No ano seguinte, o mesmo grupo de estudo publicou um segundo estudo com o
objetivo de investigar a associacdo entre os mesmos polimorfismos para o REa e
susceptibilidade a dor em pacientes mulheres com OA sintomética de ATM. Foi composto
um grupo de 100 mulheres com idades entre 17 e 48 anos, diagnosticadas pelo RDC/TMD
como portadoras de OA sintomdtica de ATM, que foi comparado a um grupo controle de
74 mulheres com idades entre 21 e 42 anos. O grupo de pacientes foi dividido em trés sub-
grupos, de acordo com o grau de dor, dado pela escala visual analégica (EVA). Nenhuma
diferenca significante nas freqiiéncias de gendtipos ou haplétipos foi encontrada entre os
grupos de pacientes e controle. Entre as pacientes com OA sintomdtica de ATM, individuos
carregando o hapldtipo PX demonstraram um risco significantemente maior de reportarem
dor moderada ou severa quando comparados aqueles ndo portadores de nenhuma cépia
deste haplotipo. Como conclusdo, os autores sugeriram que o polimorfismo para o REa
pode estar associado a susceptibilidade a dor em mulheres com OA sintomatica de ATM e
complementaram destacando a necessidade de mais estudos genéticos epidemioldgicos para
explicar porque mulheres sofrem mais com dor na ATM do que homens (Kang et al., 2007).

Considerando todo o exposto até aqui, esta dissertacdo se focou em buscar
fatores genéticos que possam ser considerados marcadores de risco para as DTM, o que

ainda € insuficientemente demonstrado na literatura cientifica atual.
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3 OBJETIVOS

Esta dissertacdao tem como objetivo geral investigar se hd associacdes entre 0s
polimorfismos localizados no primeiro intron do gene receptor de estrogeno alfa e
reconhecidos pelas enzimas de restricdo Pvull e Xbal e os sinais e sintoma de dor articular
em mulheres brasileiras na pds-menopausa e portadoras de desarranjos internos da
articulacdo temporomandibular, fazendo ou nio terapia de reposicao hormonal.

Para isso, valeu-se dos seguintes objetivos especificos:

1. Determinar se os sitios polimodrficos das enzimas de restricdo Pvull e Xbal no
intron 1 do gene REa podem ser considerados marcadores de risco para as DTM;

2. Determinar, em caso positivo, o risco associado ao(s) gendtipo(s).
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4 MATERIAIS E METODOS

Este foi um estudo observacional transversal que avaliou, inicialmente, 420

mulheres na p6s-menopausa.

As voluntdrias que compuseram os grupos de estudo foram selecionadas no
Ambulatério de Menopausa do Centro de Apoio Integral a Saide da Mulher da Faculdade
de Ciéncias Médicas (CAISM/FCM — Unicamp) e os procedimentos laboratoriais foram
desenvolvidos no laboratério de Biologia Molecular da Faculdade de Odontologia de
Piracicaba (FOP/Unicamp). Este estudo foi submetido a apreciacdo pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Faculdade de Odontologia de Piracicaba (CEP-FOP/Unicamp) e foi aprovado
sob o protocolo de nimero 134/2005(Apéndice 1)

4.1 SELECAO DAS VOLUNTARIAS

Inicialmente, todas as 420 voluntdrias foram informadas sobre os objetivos
gerais deste estudo, esclarecidas sobre todos os procedimentos que as envolviam e lhes foi
solicitado, em caso de concordincia, a assinatura do Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido (Apéndice 2.

Em seguida, as voluntdrias foram avaliadas através de um questiondrio
anamnésico para acessar brevemente seus dados pessoais, histéria médica e odontoldgica
(Apéndice 3 e os prontudrios médicos de cada uma delas foram analisados a fim de se

contemplar os critérios de inclusdo desta pesquisa.

Para serem consideradas elegiveis para este estudo, as mulheres deveriam ter
idade entre 45 e 75 anos de idade e estar na menopausa hd pelo menos seis meses. Além
disso, foram incluidas nesta pesquisa mulheres que fazendo ou ndo Terapia de Reposicdo

Hormonal (TRH).
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A fim de se limitar a inclusido de possiveis vieses de confundimento neste estudo,
foram adotados os seguintes critérios de exclusdo: uso de antagonistas estrogénicos
(Tamoxifen, por exemplo); osteoporose; osteoatrite; artrite reumatdide; distdrbios
hormonais (diabetes mellitus, hipo ou hipertireoidismo, por exemplo); Lupus Eritematoso
Sistémico; histérico de neoplasias; histéria de trauma na regido da face; neuralgia do
trigémio; relato de hédbitos parafuncionais; desordens musculares; infeccao e/ou inflamacao
de ouvido; dor de origem dental ou uso de medicamentos antidepressivos ou

antiinflamatorios.

Apbs o acesso de todas essas informacgdes, 284 mulheres foram consideradas
elegiveis para este estudo. Todas as voluntdrias foram avaliadas através do Research
Diagnostic Criteria for Temporomandibular Disorders (RDC/TMD) (Dworkin & LeResche,
1992) (Apéndice 4). Este critério de diagndstico € dividido em 2 eixos: o eixo I envolve os
aspectos clinicos das DTM, enquanto o eixo II avalia as condi¢cdes psicossociais. Indmeros
estudos tém sido feitos ao redor do mundo e tém atestado a confiabilidade e utilidade do
eixo I do RDC/TMD (Manfredini et al., 2004; John et al., 2005; Lobbeezoo et al., 2005).

Neste estudo, portanto, adotou-se como critério de diagndstico o eixo I do RDC/TMD.

Nele, o diagnéstico de DTM ¢ estabelecido através da associa¢do entre sinais
(tais como padrao de abertura bucal, limite de abertura bucal, extensao de movimentos
excursionais e presenca de ruidos articulares) e sintomas de DTM (acessados através do
relato de dor da prépria voluntéria presente durante os movimentos mandibulares e palpacao

dos musculos da mastigacio e articulacdes temporomandibulares), € os sujeitos sdo entdo

classificados da seguinte maneira: Grupo I — Desordens Musculares; Grupo II —
Deslocamento de disco; Grupo III — Outras condicdes da articulagdo; ou nenhum
diagnodstico de DTM.

A partir dai, foi possivel formar os grupos que compuseram este estudo:

e Grupo Controle (Menopausa): 114 mulheres ndo portadoras de DTM (sem
nenhum diagnoéstico de DTM, dado pelo RDC/TMD);
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o Grupo DTM sem dor (Menopausa): 68 mulheres portadoras de desarranjos

internos da ATM e sem percepc¢do de dor na ATM (Grupo II e/ou Illc do RDC/TMD);

o Grupo DTM com dor (Menopausa): 20 mulheres portadoras de desarranjos

internos da ATM e com percep¢do de dor na ATM (Grupo 11 e II1a ou IIIb do RDC/TMD);

e Grupo Controle (TRH): 41 mulheres nao portadoras de DTM (sem nenhum
diagnoéstico de DTM, dado pelo RDC/TMD);

o Grupo DTM sem dor (TRH): 26 mulheres portadoras de desarranjos
internos da ATM e sem percepcdo de dor nas ATM (Grupo II e/ou III do RDC/TMD);

e Grupo DTM com dor (TRH): 15 mulheres portadoras de desarranjos
internos da ATM e com percep¢ao de dor na ATM (Grupo 11 e II1a ou IIIb do RDC/TMD);

A separacdo das voluntérias entre os grupos com ou sem percepc¢ido de dor na
ATM foi feita de acordo com o préprio relato de dor de cada uma delas no momento do
exame clinico, j4 que o RDC/TMD abrange, como jia mencionado, a palpacdo das
articulagdes temporomandibulares com pressao de 0,5 libras associada a uma escala de dor
para cada ATM que vai de 0- nenhuma dor, 1 — dor leve, 2-dor moderada até 3-dor severa.
Assim sendo, as voluntdrias foram selecionadas para comporem os grupos com dor quando
indicaram sua percep¢do de dor como 1, 2 ou 3. Coerentemente, as voluntdrias integrantes
do grupo sem dor foram aquelas que indicaram sua percep¢do de dor como 0, ou seja,

nenhuma percepg¢ado de dor.

4.2 OBTENCAO DO DNA

De cada voluntéria foram obtidas células epiteliais da mucosa bucal a partir de
um bochecho com solucdo de glicose a 3%. Dessas células, o DNA gendmico foi extraido,
seguindo o protocolo utilizado na Area de Histologia da Faculdade de Odontologia de

Piracicaba (FOP-Unicamp) (Aidar, 2005), conforme descrito a seguir:
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1. Foi adicionado 1 ml de solu¢cdo de TNE (10mM tris pH8, 150mM NaCL,
2mM EDTA) na saliva coletada e cada amostra foi centrifugada por 10 minutos a 3000

rpm;

2. O sobrenadante foi desprezado e ao pellet formado no fundo do tubo de
vidro adicionou-se mais 1 ml de TNE para uma segunda lavagem. As amostras foram

centrifugadas a 2000 rpm por 5 minutos e o sobrenadante foi novamente desprezado;

3. Adicionou-se 1,3 ml de solucdo de extracio de DNA (10 mM tris pH 8,
0,5% SDS, SmM EDTA) contendo 10ul de proteinase K (20 mg/ml, solu¢do mae) ao tubo
de cada amostra, vortexou-se por 5 segundos para desmanchar o pellet e, posteriormente,

os tubos permaneceram por 12 horas na estufa a 50°C;

4. No dia seguinte foram colocados 1,4 ml de cada amostra em eppendorfs de 2
ml que foram completados com 500 ul de solugdo de precipitacdo de DNA (acetato de
amonio 8M, EDTA 1mM) e vortexados por 5 segundos. Os tubos foram entdo levados a

centrifuga por 10 minutos a 17000g;

5. 1800ul do sobrenadante de cada amostra foi dividido em dois eppendorfs de
1,75 ml contendo 900 pl cada, nos quais foi adicionado 540ul de isopropanol. Os
eppendorfs foram levados a centrifuga por 5 minutos e o sobrenadante foi desprezado. Mais

1,0 ml de etanol 70% foi adicionado para uma nova centrifuga¢do por mais 5 minutos;

6. O sobrenadante foi desprezado e os eppendorfs com o pellet formado foram

deixados na estufa a 50° C para secar por 15 minutos;

7. Em cada eppendorf foi acrescentado 100 ul de TE (10mM tris-Cl, ImM
EDTA pHS8,0) e as amostras permaneceram 12 horas a temperatura ambiente para que o

pellet fosse dissolvido;

8. Apos as 12 horas, os contetidos dos dois tubos para cada amostra foram
centrifugados em microcentrifuga por 1 minuto para homogeneizacdo do meio e as

amostras foram entdo congeladas.
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4.3 AMPLIFICACAO DOS GENES (PCR) E DIGESTAO ATRAVES DE ENZIMA DE
RESTRICAO (RFLP)

O gene que codifica o REa se localiza no cromossomo 6q25, compreende 8
éxons e sete introns e envolve mais de 140 kilobases (Kb) (Ponglikitmongkol et al., 1988).

No primeiro intron do gene REa, dois SNP ja foram identificados: uma troca T
— C localizada 397 pares de base (pb) acima do éxon 2 e identificada pela enzima de
restricdo Pvull, e uma troca A — G encontrada a 351pb acima do mesmo éxon e reconhecida

pela enzima de restricdo Xbal (Figura 1) (Langdahl et al., 2000).

(A) (B)
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Xhba I RFLP

Figura 1 - Locus genético do REa - cromossomo 6q25 (A) e partes integrantes do gene

REa, indicando a localiza¢do dos fragmentos de restri¢do estudados (B).
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Com o auxilio de um termociclador convencional (GeneAmp®PCR System
9600), a reacdo de PCR (Polimerase Chain Reaction) foi utilizada para a amplificacdo do
fragmento contendo parte do intron 1 e o éxon 2 do gene REa. (Figura 2A).

Os fragmentos amplificados sdo compostos de 346 pares de base (pb) e foram
gerados pelos primers forward (5’-GAT-ATC-CAG-GGT-TAT-GTG-GCA-3’) e reward
(5°-AGG-TGT-TGC-CTA-TTA-TAT-TAA-CCT-TGA-3’) em uma reacao tamponada de
25ul contendo Sul de DNA gendmico, bases nitrogenadas A, T, C e G e a enzima que
catalisa a formacao das fitas complementares de DNA — Tag DNA polimerase. A reagdo de
PCR foi feita através de um protocolo ciclico de 94°C, 60°C e 72°C por 45 seg cada, num
total de 30 ciclos (Figura 2B).

(A)
-397 T/C 251 A
Exon 1 | I H | l Exon 2
-5II|EI -400 -SIJHII -EIJHII
Puull ¥hal
(B)
28 PCR
Prirar Forward Primear Reward

Figura 2 - Localizacdo dos sitios de restricio das endonucleases Pvu II e Xbal no intron 1

do gene REa (A) e amplificacdo via PCR do fragmento contendo os dois sitios polimérficos
(B).

Ao final dos ciclos de PCR, portanto, obteve-se a regido do DNA a ser estudada

em quantidade suficiente para submeté-la a técnica de restricdo. Para isso, foi realizada a

técnica de RFLP (do inglés Restriction Fragment Length Polymorphism), na qual os
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fragmentos amplificados foram submetidos a digestdo pelas enzimas de restricdo Pvull e
Xbal para a identificacdo dos alelos.

Para a digestdo pela enzima Pvull, 10 pLL dos produtos do PCR foram digeridos
com 5U da enzima por 90 min (37 C) para deteccio do alelo T (104 pb + 242 pb) ou do
alelo C (346 pb) (Figura 3A). Para a enzima Xbal, também 10 uL dos produtos do PCR
foram digeridos com 7U da enzima por 90 min (37 C) para deteccio do alelo G (346 pb) e
do alelo A (151 pb + 195 pb) (Figura 3B).

A auséncia dos sitios de restricdo para as endonucleases Pvull e Xbal foi
convencionalmente indicada com as letras maitsculas P e X, e sua presenga,
conseqiientemente, com as letras mindsculas p e x, respectivamente. Os sujeitos, portanto,
foram designados como homozigotos PP ou XX, pp ou xx, ou ainda, heterozigotos Pp ou

Xx.

(A) Fragmentos de restricio para Pwull

. p Alslo C (P)

34

Alela T (p)
_
104 242 >

(B)Fragmentos de Restrigdo para xhal

< p. Alelo G (X)
346

A ———————————————————— Alelo A (x)
151 195

Figura 3 - Produto da PCR e fragmentos de restricdo possiveis para a digestdo pelas
endonucleases Pvull (A) e Xbal (B).

Finalmente, o produto do RFLP foi submetido a eletroforese em géis de
poliacrilamida a 10% que posteriormente foram corados pela técnica da prata (Sanguinetti et
al., 1994) para possibilitar a separacdo dos fragmentos de DNA e conseqiiente identificacdo

dos alelos para interpretacao dos resultados (Figura 4).

38



(A) (B)

Figura 4 — Gel de eletroforese corado e fotografado. Em (A): Fragmentos de restri¢cao da
enzima Xbal mostrando em 1 e 3 individuos heterozigotos Xx e em 2 e 4 homozigotos XX;
Em (B): Fragmentos de restricio da enzima Pvull mostrando em 1 e 2 individuos

heterozigotos Pp, em 3 individuo homozigoto PP e em 4 individuo homozigoto pp.
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5 ANALISE ESTATISTICA

O equilibrio de Hardy-Weinberg de cada polimorfismo estudado foi calculado,
tanto para o grupos testes como para o grupo controle, com auxilio do programa BioEstat
versdo 5.0. O equilibrio de Hardy-Weinberg determina se a distribuicio de gendtipos
homozigotos e heterozigotos de um polimorfismo em uma determinada populacio estd de
acordo com o esperado.

A comparacdo da freqiiéncia de distribuicdo dos genétipos entre os grupos
controles e os grupos de pacientes portadores de desarranjos internos de DTM foi realizada
através do teste %, com nivel de significAncia em 5%. O risco associado aos genétipos foi
calculado, quando pertinente, através do teste Odds Ratio (OR) com 95% de intervalo de

confianca (IC).
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6 RESULTADOS

6.1 Pvull (-397T/C)

As freqiiéncias genotipicas do polimorfismo identificado pela enzima de restricao
Pvull mostraram-se em equilibrio de Hardy-Weinberg em todos os grupos estudados
(p>0,05).

As Tabelas 1, 2, 3 e 4 trazem a distribuicdo dos genétipos possiveis para este
sitio polimérfico, bem como a suas respectivas freqiiéncias, nos diferentes grupos estudados.

Na Tabela 1, encontram-se os dados referentes a comparacio do grupo Controle
(Menopausa) com os grupos DTM sem dor (Menopausa) € DTM com dor (Menopausa).
Nesta andlise, ndo houve diferenga estatistica significante na distribuicao dos gendtipos entre
os grupos (p=0,3073).

Tabela 1 - Distribuicdo dos gendtipos identificados pela enzima de restricdo Pvull nos
grupos Controle (Menopausa), DTM sem dor (Menopausa) € DTM com dor (Menopausa).

Controle DTM sem dor DTM com dor
Grupos (Menopausa) (Menopausa) (Menopausa) P
n (%) n (%) n (%)
Gendtipo
PP 30 (26,32) 15 (22,06) 6 (30)
Pp 64 (56,14) 40 (58,82) 7 (35) 0’3307
pp 20 (17,54) 13 (19,12) 7 (35)

A distribui¢do dos genodtipos nos grupos Controle (Menopausa), DTM sem dor
(TRH) e DTM com dor (TRH), mostrou-se estatisticamente diferente (p=0,036) (Tabela 2).
Nesta anélise, o gendtipo homozigoto PP representou um risco 0,3125 vezes maior para o
fenotipo de DTM sem dor quando comparado ao gendtipo heterozigoto Pp

(p=0,0349/1C:0,1156-0,8445).
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Tabela 2 - Distribuicdo dos gendtipos identificados pela enzima de restricdo Pvull nos
grupos Controle (Menopausa), DTM sem dor (TRH) e DTM com dor (TRH).

DTM sem dor DTM com dor
Controle Menopausa
Grupos (TRH) (TRH) P
n (%)
n (%) n (%)

Gendtipo

PP 30 (26,32) 12 (46,15) 2 (13,33)

Pp 64 (56,14) 8 (30,77) 12 (80) 0733

pp 20 (17,54) 6 (23,08) 1(6,67)

A Tabela 3 traz a comparacdo da distribuicdo de gendtipos entre 0s grupos
Controle (TRH), DTM sem dor (Menopausa) e DTM com dor (Menopausa). Nao houve

diferenca estatistica significante na distribui¢cdo dos genétipos nestes grupos (p=0,2869).

Tabela 3 — Distribuicdo dos genétipos identificados pela enzima de restricdo Pvull nos
grupos Controle (TRH), DTM sem dor (Menopausa) € DTM com dor (Menopausa).

Controle DTM sem dor DTM com dor
Grupos (TRH) (Menopausa) (Menopausa) P
n (%) n (%) n (%)
Gendtipo
PP 8 (19,51) 15 (22,06) 6 (30)
Pp 26 (63,41) 40 (58,82) 7 (35) 0’2986
pp 7 (17,07) 13 (19,12) 7 (35)

Na Tabela 4 estdo expostos os dados referentes a distribuicdo dos gendtipos nos
grupos Controle (TRH), DTM sem dor (TRH) e DTM com dor (TRH). A semelhanca do que
foi encontrado quando estes dois grupos de pacientes portadores de DTM foram
comparados ao grupo Controle (Menopausa), nesta andlise também houve diferenca
estatistica significante na distribuicdo dos genoétipos entre os trés grupos (p=0,0185) e o
genodtipo homozigoto PP representou um risco 0,2051 vezes maior para o fenétipo de DTM

sem dor em comparacao ao genodtipo heterozigoto Pp (p=0,0169/1C:0,0621-0,6777).
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Tabela 4 - Distribuicdo dos gendtipos identificados pela enzima de restricio Pvull nos
grupos Controle (TRH), DTM sem dor (TRH) e DTM com dor (TRH).

Controle DTM sem dor DTM com dor
Grupos (TRH) (TRH) (TRH) P
n (%) n (%) n (%)
Gendtipo
PP 8 (19,51) 12 (46,15) 2 (13,33)
Pp 26 (63,41) 8 (30,77) 12 (80) 01218
op 7(17,07) 6 (23,08) 1(6,67)
6.2 Xbal (-357A/G)

As freqiiéncias genotipicas do polimorfismo identificado pela enzima de restri¢ao
Xbal também se mostraram em equilibrio de Hardy-Weinberg em todos os grupos
estudados (p>0,05).

As Tabelas 5, 6, 7 e 8 trazem a distribuicdo dos gendtipos possiveis para o sitio
polimérfico da enzima de restricio Xbal, bem como a suas respectivas freqiiéncias, nos
diferentes grupos estudados. Todas as andlises feitas para este polimorfismo nao
identificaram nenhuma diferencga estatistica significante na distribuicdo dos gendtipos entre

os grupos controles e os grupos de pacientes portadores de desarranjos internos de ATM.

Tabela 5 - Distribuicdo dos genétipos identificados pela enzima de restricdo Xbal nos
grupos Controle (Menopausa), DTM sem dor (Menopausa) e DTM com dor (Menopausa).

Controle DTM sem dor DTM com dor
Grupos (Menopausa) (Menopausa) (Menopausa) P
n (%) n (%) n (%)
Gendtipo
XX 15 (13,16) 13 (19,12) 2 (10)
Xx 70 (61,4) 47 (69,12) 15 (75) 0, 1174
XX 29 (25,44) 8 (11,76) 3 (15)
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Tabela 6 - Distribuicdo dos genétipos identificados pela enzima de restricdo Xbal nos
grupos Controle (Menopausa), DTM sem dor (TRH) e DTM com dor (TRH).

Controle DTM sem dor DTM com dor
Grupos Menopausa (TRH) (TRH) P
n (%) n (%) n (%)
Gendtipo
XX 15 (13,16) 3(11,54) 2 (13,33)
Xx 70 (61,4) 16 (61,54) 10 (66,67) 0,9889
Xx 29 (25,44) 7 (26,92) 3 (20)

Tabela 7 - Distribuicdo dos genétipos identificados pela enzima de restricdo Xbal nos
grupos Controle (TRH), DTM sem dor (Menopausa) e DTM com dor (Menopausa).

Controle DTM sem dor DTM com dor
Grupos (TRH) (Menopausa) (Menopausa) P
n (%) n (%) n (%)
Gendotipo
XX 4(9,75) 13 (19,12) 2 (10)
Xx 32 (78,05) 47 (69,12) 15 (75) 0’6279
xx 5(2,2) 8 (11,76) 3 (15)

Tabela 8 - Distribuicdo dos genétipos identificados pela enzima de restricdo Xbal nos
grupos Controle (TRH), DTM sem dor (TRH) e DTM com dor (TRH).

Controle DTM sem dor DTM com dor
Grupos (TRH) (TRH) (TRH) P
n (%) n (%) n (%)
Gendtipo
XX 4 (9,75) 3(11,54) 2 (13,33)
Xx 32 (78,05) 16 (61,54) 10 (66,67) 0’6307
XX 5(12,2) 7 (26,92) 3 (20)
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7 DISCUSSAO

Com base nos resultados encontrados, € possivel supor que, face a
disponibilidade de estr6geno, o genétipo homozigoto PP no intron 1 do REa pode ser
considerado um marcador de risco para o desenvolvimento de patologias articulares na
ATM, ja que ele se mostrou associado ao fendtipo de DTM sem dor.

E importante ressaltar que este parece ser um efeito desencadeado pela presenca
do hormdnio, ja que este mesmo gendtipo nao pdde ser associado ao fendtipo de DTM sem
dor nos grupos compostos por individuos em estado de hipoestrogenia - DTM sem dor
(Menopausa) e DTM com dor (Menopausa). Este achado era esperado uma vez que, como
ja foi previamente descrito neste trabalho, o REa precisa ser ativado pela ligagao aos
estrégenos ou seus agonistas para exercer seus efeitos e, portanto, ndo seria coerente supor
que individuos com biodisponibilidade bastante reduzida deste hormonio estivessem
submetidos aos efeitos dos polimorfismos estudados.

Além disso, j& que o gendtipo homozigoto PP parece contribuir para o
desarranjo das articulagdes temporomandibulares seria esperado que, quando o grupo DTM
com dor (TRH) fosse comparado aos grupos Controles (Menopausa ou TRH), esta
associa¢do também fosse demonstrada, ja que, obviamente, trata-se de sujeitos igualmente
acometidos pela disfung¢do. Este estudo, porém, falhou ao encontrar tal associacdo em
fungdo do nimero amostral reduzido do referido grupo (n=15), principal limitacdo deste
trabalho.

Estudos na literatura que corroborem com os resultados deste trabalho sdo
escassos se considerarmos apenas aqueles que investigaram as associagcoes dos fragmentos
de restricdo das enzimas de restricdo Pvull e Xbal para o intron 1 do REa com desordem
temporomandibular.

Kang et al. (2007) mostraram em seu estudo que os gendtipos contendo pelo
menos uma copia do hapldtipo (combinacdo de gendtipos) PX (PPXX, PPXx ou PpXx)
estdo associados a um maior risco de dor moderada e severa, acessada através da escala

visual analdgica, entre pacientes portadoras de osteoartrite sintomatica de ATM. Em 2005,
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Ribeiro encontrou uma associacdo marginalmente significante (p=0,0556) entre o gendtipo
homozigoto XX e desarranjos internos de ATM ndo acompanhados de dor e significante
para desarranjos internos de ATM acompanhados de dor (p=0,0368), de tal forma que este
gendtipo indicou um risco 2,5 vezes maior para o fendtipo em comparacao aos genétipos Xx
€ XX.

Neste estudo, nenhuma associacdo entre os gendtipos possiveis identificados
pela enzima de restricdo Xbal pode ser demonstrada. Porém, consideradas em conjunto, as
informacdes acerca das associagdes entre os polimorfismos Pvull e Xbal e o acometimento
das articulagcdes temporomandibulares permitem considerar que o alelo P esteja em forte
desequilibrio de ligacdo com o alelo X. Isto é, no gene receptor de estrégeno alfa, os alelos
identificados pelas enzimas de restricio Pvull e Xbal estdo localizados em uma regiao
intrOnica separados por apenas cerca de 50 pares de base. Os alelos P e X, assim como 0s
alelos p e x, estdo fortemente associados um ao outro. (Gennari et al., 2005).

O haplétipo pX, de fato, ndo foi observado em parte dos estudos (Ushiyama et
al., 1999; Bergink et al., 2003; Lee et al, 2006; Kang et al, 2007), porém o haplétipo Px foi
detectado, mesmo que com baixa freqii€ncia (Ushiyama et al., 1999; Albagha et al., 2001;
Bergink et al., 2003; Lee et al, 2006; Kang et al, 2007), o que indica que o desequilibrio de
ligacdo é forte, porém nao € completo.

Portanto, é perfeitamente plausivel deduzir que os alelos P e X estejam em
desequilibrio de ligacdo e, de alguma forma, implicados na fisiopatologia e severidade dos
desarranjos internos da ATM.

Neste trabalho, todavia, ndo foi possivel encontrar associacdes entre os grupos
compostos por individuos portadores de DTM acompanhada de dor nas articulacdes
temporomandibulares e os polimorfismos estudados e aqui cabe uma breve discussdo acerca
desta importante limitacao do estudo.

Trés fatores podem ser apontados como responsaveis pelo reduzido niimero
amostral dos grupos DTM com dor (Menopausa) e DTM com dor (TRH), ambos
relacionados ao rigor no critério de selecao das amostras. Em primeiro lugar, a fim de que

os resultados pudessem ser categoricamente associados aos desarranjos internos de ATM,
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nenhuma voluntéria portadora de qualquer outra desordem O&ssea, articular, muscular ou
enddcrina — altamente prevalentes na faixa etdria estudada — foi incluida nos grupos de
estudo. Em segundo lugar, nenhuma mulher que estivesse fazendo uso de qualquer
medicamento que pudesse alterar ou modular sua percep¢ao de dor - como analgésicos,
antidepressivos e antiinflamatérios — foi admitida como voluntdria. Por fim, este estudo
baseou-se no critério de diagndstico em pesquisa para desordens temporomandibulares
(RDC/TMD) para selecionar os individuos que compuseram os grupos portadores de
desordem. Este critério de diagndstico apresenta, por sua vez, duas importantes limitacdes
na deteccdo de pacientes considerados sintomdticos: para ser diagnosticado como tal, o
individuo deve apresentar auto-relato de dor na ATM no momento da avaliacio e
concomitante sensibilidade dolorosa na articulagdo sob uma pressao de 0,5 libras.

Portanto, os mesmos fatores que respondem pelo ponto forte deste trabalho, que
€ o rigor e padronizacdo na selecdao das voluntdrias a fim de minimizar ou limitar a0 maximo
a inclusdo de vieses de selecio de amostra na pesquisa, também sdo determinantes da
dificuldade e impossibilidade de se compor grupos amostrais maiores que tornariam os
presentes resultados indubitdveis.

No que diz respeito as investigagdes de associa¢do entre os polimorfismos Pvull
e Xbal para o REa e outras desordens Osseas e articulares além das disfungdes
temporomandibulares, a literatura é mais extensa apesar de nao existir um consenso sobre
um gendtipo ou padrdo genotipico que seja determinantemente um marcador de risco para
as doencas.

Os achados deste estudo indicando que o gendtipo PP parece estar implicado na
patologia intra-articular da ATM, vao de encontro a muitos trabalhos publicados na
literatura cientifica que investigaram a implicacdo destes mesmos alelos sobre a densidade
mineral 6ssea (DMO) em mulheres de diferentes etnias ao redor do mundo.

A esse respeito, Kobayashi et al. (1996) puderam associar o haplotipo PPxx a
escores menores de DMO em mulheres japonesas na pOs-menopausa € mais tarde, outro
estudo na mesma populagdo, associou o haplétipo PPXX a DMO reduzida (Yamada et al.,

2002). Em um estudo numa populagdo italiana, também o haplotipo PPXX pareceu
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contribuir para a diminuicdo da massa Ossea (Gennari et al., 1998). O haplétipo Px,
novamente, mostrou-se associado a valores inferiores de DMO de pescoco femoral e coluna
lombar em mulheres escocesas (Albagha er al., 2001). Quando analisados na forma de
gendtipos por Ivanova et al., os gendtipos PP e XX, mostraram-se individualmente
associados a baixa DMO (Ivanova et al., 2007).

Um resultado particularmente interessante e que pode auxiliar na explicacdo do
potencial fisiopatolégico do alelo P sobre estruturas 6sseas € o de Ongphiphahahkaul et al.
(2000). Apdés um ano acompanhando mulheres tailandesas na pds-menopausa e com
osteoporose fazendo terapia de reposicdo estrogénica (TRE) com doses diferentes, os
resultados mostraram que além do esperado aumento de massa 0ssea observado naquelas
sob TRE de maior dose, apenas individuos carregando genétipo com uma ou duas cépias do
alelo P responderam igualmente a terapia de menor dose de estrégenos com ganho de massa
Ossea.

Este achado substancia a hipétese de que o alelo P implica em maior
responsividade ao hormdnio estrogénico e se, este alelo tem potencial fisiopatolégico como
suportado pelos estudos supracitados e pelo presente estudo, a associagdo do seu papel
patoldgico a maior resposta desencadeada pela ativagdo do estrégeno, podem responder
pela maior susceptibilidade a doenca de individuos carregando gendtipo com este alelo.

Pesquisas avaliando a influéncia dos polimorfismos genéticos Pvull e Xbal para
o REa sobre condigdes osteoartriticas € que corroboram com os resultados do presente
estudo também estdo disponiveis na literatura cientifica.

Ushiyama et al. (1998) demonstraram, em uma populagdo japonesa, que o
gendtipo PpXx € um marcador de risco significante para OA generalizada, com individuos
carregadores deste genotipo apresentando cerca de 1,9 mais chances de apresentarem o
fenotipo. Mulheres carregando o haplétipo homozigoto Px tenderam a desenvolver artrite
reumatoide mais cedo do que aquelas que ndo carregavam copia deste haplotipo (Ushiyama
et al, 1999). Em uma populacdo holandesa, o alelo PX esteve associado a maior prevaléncia
de osteoartrite (OA) sendo que o risco associado ao fendtipo foi de 1.3 para individuos

heterozigotos e 2.2 para homozigotos PX (Bergink et al., 2003).
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Existem também na literatura cientifica trabalhos que ndo encontraram nenhuma
associacdo entre desordens dsseas e articulares e os polimorfismos Pvull e Xbal para o REa
(Han et al., 1999; Loughlin et al., 2000; Sapir-Koren et al., 2001; Qin et al., 2004) ou,
ainda, alguns trabalhos implicando gendtipos diferentes. Em um estudo numa populacio
holandesa, Van Meurs et al. (2003) encontraram um efeito dose-dependente do haplétipo px
sobre a reducdo da DMO de coluna lombar e drea ¢ssea vertebral.

Uma das possiveis explicacdes para este fator € a composicdo gendmica inerente
as populacdes estudadas. Muito embora pequenas diferencas na distribuicao genotipica dos
fragmentos de restricdo Pvull e Xbal tenham sido descritas, importantes variacdes foram
observadas com relacdo aos seus haplétipos. Populagdes asidticas, por exemplo,
apresentaram freqiiéncia elevada do haplétipo Px e reduzida do PX em relacdo as
populacdes caucasianas de ascendéncia européia, enquanto o haplétipo px esteve presente
com menor freqiiéncia em uma populacdo africana (Van Meurs et al., 2003).

Em especial aten¢do aos achados deste trabalho, que implicam o genétipo PP
nos desarranjos intra-articulares de ATM, algumas consideracdes precisam ser feitas na
tentativa de explicar como, ou através de quais mecanismos, este polimorfismo poderia
contribuir para o acometimento interno das articulacoes.

Os fragmentos de restricdo Pvull e Xbal para o REa se encontram em uma
regido intrOnica e, por isso, aparentemente ndo funcional do gene. Recentemente,
Herrington et al. observaram que a troca T por C que culmina na perda do sitio de restri¢cdo
para a enzima Pvull (alelo P), resulta num sitio de ligacdo em potencial para o fator de
transcricdo myb que, na presenca de B-myb e in vitro, é capaz de aumentar em 10 vezes a
expressao génica (Herrington et al., 2002). Portanto, é possivel supor que a presenga do
alelo P possa amplificar a transcricdo de REa.

Uma explicacdo alternativa ¢ que, os dois polimorfismos no intron 1 do REa
estejam em desequilibrio de ligagdo com um polimorfismo funcional em outro ponto do
mesmo gene, ou, menos provavelmente, em outro gene.

Sobre isso, estd bem estabelecido que estes polimorfismos estio em

desequilibrio de ligacdo com o polimorfismo de nimero varidvel de repeticOes em fandem
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(TA), (VNTR, do inglés Variable Number of Tandem Repeats) na regido promotora do
gene REa (Becherini e al., 2000). Estudos ja demonstraram que polimorfismos de VNTR
nas proximidades de promotores génicos podem ter influéncia significante sobre a regulacao
transcricional (Iwashita er al., 2001). E concebivel que o nimero de repeticdes (TA), seja
importante para a transcrigdo do gene REa.

Até hoje, pelo menos trés promotores diferentes ja foram identificados para o
gene REa e diversos sitios de iniciagdo de transcrigdo para estes promotores ja foram
sugeridos (Keaveney et al., 1991; Piva et al., 1992; Piva et al., 1993; Grandien et al., 1993;
Grandien et al., 1995; Grandien et al., 1996; Thompson et al., 1997; Grandien et al., 1997,
Donaghue et al., 1999). Em virtude da sua posi¢do entre as regides promotoras A e B,
especula-se que variagdes alélicas devido a diferentes nimeros de repeticdes TA possam ter
relevancia fisiolégica por afetar a utilidade do promotor e/ou transcricio do RNA
mensageiro (Becherini et al., 2000).

Além disso, um novo elemento regulatério que se assemelha a um elemento
responsivo a esterdides foi recentemente identificado na regiao flanqueadora 5’ do gene REa
humano, aproximadamente 220 bases além do polimorfismo de VNTR (TA),, e foi
demonstrado que esta seqiiéncia age como um forte enhancer em diversos tipos celulares
(Chon et al., 1999).

Se o alelo P, associado aos desarranjos internos de ATM, € capaz de aumentar a
responsividade ao estrégeno, como demonstrado por Ongphiphahahkaul er al. (2000), é
plausivel supor que ele esteja em concomitante desequilibrio de ligagdo ao alelo X e ao
polimorfismo de VNTR (TA),, resultando em supra-regulacao da transcricdo génica do REa
e, conseqiientemente, resultando em maior responsividade ao estrégeno.

Partindo deste principio, € necessdrio ainda sugerir ou explicar de que maneira,
entdo, este polimorfismo estaria implicado nos desarranjos internos de ATM, ou melhor,
quais os efeitos bioldgicos deste gendtipo sobre as estruturas constituintes das articulacdes
que respondem pela maior susceptibilidade a doenga dos individuos carregadores deste
genoma. A esse respeito, algumas hipdteses que corroboram para o papel potencialmente

patogénico dos estrégenos sobre as estruturas articulares podem ser apresentadas.
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J4 foi identificado que as principais c€lulas constituintes dos tecidos articulares
temporomandibulares sdo alvo da acdo de estrégeno (Abubaker et al., 1993). Em um
estdgio inicial, desarranjos internos de ATM causam danos ou alteragdes nas estruturas
cartilaginosas deste complexo. Estudos feitos em animais foram capazes de demonstrar que
o contetido de coldgeno do disco articular é diminuido em ratos fémeas em comparaciao aos
machos e, machos castrados tratados com estrégeno também apresentam esta diminuicao
em relacdo aos nao castrados (Abubaker et al., 1996). O conteido de proteoglicanos,
qualidade de condroblastos hipertréficos e espessura da cartilagem de articular do condilo
mandibular de ratos também foram prejudicados pela presenca de estrégeno (Ng et al.,
1999).

Ainda em estdgio inicial, alteracdes morfologicas da ATM podem estar
associadas a vdrias metaloproteinases de matriz (MMP) causando deslocamento do disco
articular. A sintese de MMP na ATM pode ser induzida por diversas citocinas, incluindo as
interleucinas 1B, 6 e 8 (Il-1PB, -6, -8) e fator de necrose tumoral (TNF). Um recente estudo
de cultura de células da cartilagem articular de ratos, mostrou que, a expressdo e
concentracdo de Il-1B, -6 e -8 foram aumentadas a medida em que se aumentou a
concentracao de 17B-estradiol no meio de cultura, enquanto as concentragdes de 11-4 e -10,
tidas como citocinas antiinflamatdrias gracas aos seus efeitos antagdnicos aos das II-1B, -6 e
-8, permaneceram inalteradas, sugerindo entdo que o estrdgeno tem o potencial de causar
DTM por induzir a expressdao de moléculas que culminam na degrada¢do da matriz (Yun et
al., 2008).

Se houver progressio da doencga, estruturas Osseas do complexo articular
temporomandibular passam a ser afetadas e alteragdes degenerativas resultam em quadros
de osteoartrite e osteoartrose de ATM.

A importancia do gene REa na dinamica dos tecidos dsseos € suportada por
diversas observagdes cientificas. Primeiramente, osteoblastos, osteoclastos células do
estroma medular expressam receptores de estrégeno e sdo, portanto, por ele moduladas
(Eriksen et al., 1988; Pensler et al., 1990). Nesta linha de pesquisa existe um trabalho

classico de relato de caso de um homem com uma muta¢do homozigoética inativadora do
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gene REa que desenvolveu osteoporose precocemente (Smith er al., 1994). Além disso,
ratos knockout para REa exibem baixa DMO (Korach, 1994).

Em mulheres, a deficiéncia de estrégeno causada tanto pela menopausa como
pela remocgdo cirdrgica dos ovarios, resulta em marcada perda de massa dssea em fungdo do
aumento da atividade de reabsorc¢do dssea pelos osteoclastos (Riggs et al., 1998) que, por
sua vez, pode ser restaurada pela terapia de reposicao estrogénica (Lindsay et al., 1976).

Os mecanismos de ac@o do estrogeno sobre o 0sso ainda nao sao completamente
entendidos, mas relatos recentes sugerem que ele pode afetar os osteoclastos diretamente
(Oursler et al., 1991; Fiorelli et al., 1995), mas ainda mais importante, ele pode exercer seus
efeitos sobre a atividade osteocldstica indiretamente por suprimir a produgdo de citocinas
que induzem a reabsorcdo Ossea pelos proprios osteoclastos e células do estroma medular
(Pacifici, 1998). Estas citocinas incluem as interleucinas 1 e 6, fator de necrose tumoral e
prostaglandinas, que parecem todas agir cooperativamente na inducdo da reabsorcido dssea
mediante a deficiéncia de estrogeno. (Gennari et al., 2002)

Ao contrdario do que ocorre sistemicamente, Galal et al. conduziram dois
estudos de cultura de células macrofigicas e fibrobldsticas, que compdem ultra-
estruturalmente a membrana sinovial da ATM, e puderam demonstrar que o estrogeno age
supra-regulando a proliferacio e diferenciacdo de células hematopoiéticas progenitoras em
macréfagos, auxiliando na explicagdo da maior susceptibilidade feminina & desordens
temporomandibulares (Galal et al., 2007; Galal et al., 2008).

Assim, os resultados do presente estudo somados aos dados cientificos sobre os
mecanismos de acdo moleculares do REa e as informagdes acerca do papel potencialmente
patogénico dos estrogenos sobre as estruturas articulares da ATM, se considerados em
conjunto, levam a hipdtese de que o polimorfismo PP para o REa estd implicado na
fisiopatologia das desordens articulares temporomandibulares por, provavelmente, exacerbar
os efeitos locais do hormonio sexual feminino estrogénico.

No que diz respeito a farmacologia, é vélido ressaltar que os receptores de

estrogeno representam um promissor sistema biologico para a descoberta de drogas
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especificas, seletivas e potentes para controlar a evolu¢do de diversas desordens, inclusive a
DTM.

Consideradas suas limitacdes, este estudo auxilia a esclarecer porque mulheres
sdo mais acometidas por este tipo de desordem do que homens e explica porque sua
prevaléncia cai nos anos pds-menopausa e, principalmente, porque dentre individuos
submetidos aos mesmos fatores etioldgicos para DTM, alguns desenvolvem a desordem e
outros nao.

Parece irrefutdvel supor que, na interacdo entre fatores ambientais e psicolégicos
que respondem pela multifatoriedade etiolégica das disfuncdes de ATM, a composicdo

genética € um grande fator determinante da capacidade adaptativa inter-individual.
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8 CONCLUSOES

Consideradas as limitagdes deste estudo, foi possivel concluir:

1. O gendtipo homozigoto PP, localizado no sitio polimérfico da enzima de
restricdo Pvull no intron 1 do gene REa, ¢ um marcador de risco para o desenvolvimento de
patologias articulares assintomdticas na ATM, enquanto nenhum dos possiveis genotipos
localizados no sitio polimérfico da enzima Xbal pode ser considerado como tal;

2. O gendtipo homozigoto PP representa um risco 0,3125 vezes maior para os
desarranjos internos assintomdticos de ATM em relacdo ao gendtipo heterozigoto Pp,
quando comparados entre mulheres em estado de hipoestrogenia e mulheres sob terapia de
reposi¢ao hormonal;

3. O gendtipo homozigoto PP representa um risco 0,2051 vezes maior para os
desarranjos internos assintomdticos de ATM em relacdo ao gendtipo heterozigoto Pp,

quando comparados apenas entre mulheres sob terapia de reposicao hormonal.
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APENDICE 2

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) Prontudrio n° /

"Correlacdo de fatores clinicos, sistémicos, genéticos e desordem temporomandibular”

Eu, , anos,
RG , endereco ,n’ ,
bairro , cidade ,
CEP e telefone , fui convidada a

participar de uma pesquisa que visa analisar o papel do estrogeno e da genética relacionada
a ele nas dores provocadas por disfun¢do temporomandibular (DTM - uma alteracdo no
funcionamento da articulacdo da boca). Mulheres apresentam mais dores nas articulagdes do
que homens, o que parece estar relacionado aos seus hormdnios sexuais (estrégeno, por
exemplo). Assim, caso se comprove esta relacao, serd possivel identificar através do material
genético (DNA), mulheres com maior risco de desenvolverem essas dores nas articulacdes e
interferir de modo preventivo nessas mulheres para se evitar maiores complicacoes
dolorosas mais tarde. Para isso, serei avaliada através de um critério de diagndstico para
pesquisa sobre DTM reconhecido mundialmente chamado Research Diagnostic Criteria for
Temporomandibular Disorders, que contém um questiondrio e exame de palpacdo dos
musculos do rosto e articulagio da boca. Além disso, também doarei saliva através de
bochecho com dgua e agucar para que seja possivel a extracdo do material que avalia o fator
genético associado a DTM e, posteriormente, se faga o relacionamento da genética com a
DTM; declaro também, ( )autorizar/( )ndo autorizar o armazenamento do meu DNA para
realizagdo de pesquisas futuras. A sessao de avaliacao sera realizada em uma sala do préprio
ambulatério do CAISM, individualmente, e durard aproximadamente 15 minutos enquanto
aguardo meu atendimento ginecolégico. Caso ndo aceite participar desta pesquisa,
continuarei tendo acesso aos tratamentos oferecidos por este ambulatério, sem nenhum
prejuizo. Qualquer ddvida, poderei falar diretamente com a cirurgid-dentista responsavel
Carolina Beraldo Meloto no telefone (19) 21065295 ou com o Comité de Etica desta
Faculdade pelo telefone (19) 3521-8936.

Declaro estar ciente e ter entendido o documento acima.

Data: /] ,

Assinatura da paciente: Assinatura da pesquisadora:
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APENDICE 3

Data: / / Prontuario n°: /200
Nome: Idade:
Menopausa: ()sim () néao

() Natural () Cirargica

Idade da menopausa

Esta em TRH?
() Nao
() Sim —

Ha quanto tempo?

[Tem osteoporose? () Nao () Sim
DMO

Esta gravida? () Nao () Sim
Toma anticoncepcional?

() Sim

() Nao — Parou ha quanto tempo?

Possui ciclos menstruais regulares?

() Nao () Sim — Quantos dias?

Esta tomando algum medicamento? () Nao () Sim

Toma antidepressivo? () Nao () Sim

Toma antiinflamatério? () Nao () Sim

Tem historico de neoplasia? () Nao () Sim

Esta com infecgao/inflamagao de ouvido? () Nao () Sim
Esta com dor de dente? () Nao () Sim
Possui alguma das seguintes DESORDENS?
[0 Artrite reumatoide 1 AO de ATM ou joelho
O Fibromialgia O Diabetes

O Neuralgia do trigémio [ Sindrome de Eagle

Sofre de algum disturbio hormonal? () Nao () Sim

Possui alguma outra doenga/desordem sistémica? () Ndo () Sim

Sofreu trauma na regido da face recentemente? () Nao () Sim
Suporte dental posterior? () Nao () Sim
Ocluséo Classe | de Angle? () Nao () Sim

EXCLUIDA () INCLUIDA () — Grupo:
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APENDICE 4

Critérios de Diagnéstico para Pesquisa das Desordens Temporomandibulares
RDC/DTM

Editado por
Francisco J. Pereira Jr. — DDS, MS, PhD

Colaboradores
Kimberly H. Huggins — RDH, BS
Samuel F. Dworkin — DDS, PhD

Research Diagnostic Criteria for Temporomandibular Disorders
Edited by: Samuel F. Dworkin, DDS,PhD and Linda LeResche,ScD
(see language translation at website: RDC-TMDinternational.org)

Back-translation
Eduardo Favilla, DDS Revised November 12, 2008
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Historia — Questionario

Favor ler cada pergunta e responder de acordo. Para cada pergunta abaixo, circule somente
uma resposta.

Vocé diria que a sua saide em geral € excelente, muito boa, boa, razodvel, ou precéria?

Excelente 1
Muito boa 2
Boa 3
Razoavel 4
Precaria 5

Vocé diria que a sua saide oral em geral € excelente, muito boa, boa, razodvel, ou precéria?

Excelente 1
Muito boa 2
Boa 3
Razoavel 4
Precaria 5

Vocé ja teve dor na face, nos maxilares, t€mpora, na frente do ouvido, ou no ouvido no més
passado?

Nao 0

Sim 1

[Em caso de Nao ter tido dor no més passado, PULE para a pergunta 14]
Se a sua resposta foi Sim,

4.a. Ha quantos anos atras a sua dor facial comecou pela primeira vez?
____anos

[Se hd um ano atrds ou mais, PULE para a pergunta 5]

[Se ha menos de um anos atrés, marque 00]

4.b. Ha quantos meses atrds a sua dor facial comecou pela primeira vez?
_____meses

5. A sua dor facial é persistente, recorrente, ou foi um problema que ocorreu somente uma
vez?

Persistente 1

Recorrente 2
Uma vez 3

70



6. Voce alguma vez ji foi a um médico, dentista, quiropratico ou outro profissional de saide
devido a dor facial ?

Niao 1
Sim, nos dltimos seis meses 2
Sim, ha mais de seis meses atras 3

7. Como vocé classificaria a sua dor facial em uma escala de 0 a 10 no presente momento,
isto ¢ exatamente agora, onde 0 ¢ “sem dor” e 10 ¢ a “pior dor possivel” ?

Semdor 123456789 10 A pior dor possivel

8. Nos ultimos seis meses, qual foi a intensidade da sua pior dor, classificada pela escala de 0
a 10, onde 0 ¢ “sem dor” e 10 € a “pior dor possivel” ?

Semdor 123456789 10 A pior dor possivel

9. Nos ultimos seis meses, em média, qual foi a intensidade da sua dor, classificada pela
escala de 0 a 10, onde 0 ¢ “sem dor” e 10 ¢ a “pior dor possivel” ? [Isto €, sua dor usual nas
horas que vocé estava sentindo dor].

Semdor 123456789 10 A pior dor possivel

10. Aproximadamente quantos dias nos ultimos 6 meses vocé esteve afastado de suas
atividades usuais (trabalho, escola, servico doméstico) devido a dor facial ?
dias

11. Nos dltimos 6 meses, o quanto esta dor facial interferiu com suas atividades didrias de
acordo com uma escala de 0 a 10, onde 0 ¢ “nenhuma interferéncia” e 10 ¢ “incapaz de
realizar qualquer atividade” ?

Nenhuma interferéncia 1 23 4 56 7 8 9 10 Incapaz de realizar qualquer atividade

12. Nos ultimos 6 meses, 0 quanto esta dor facial alterou a sua capacidade de participar de
atividades recreativas, sociais ¢ familiares onde 0 ¢ “nenhuma alteragdo” e 10 é “alteracao
extrema” ?

Nenhuma alteracdo 1 234567 8 9 10 Alteragdo extrema

13. Nos ultimos 6 meses, o quanto esta dor facial alterou a sua capacidade de trabalhar
(incluindo servigo domésticos) onde 0 ¢ “nenhuma alteragao” e 10 ¢ “alteragdo extrema” ?

Nenhuma alteracdo 1 234567 8 9 10 Alteragdo extrema
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14.a. Vocé alguma vez teve travamento articular de forma que nio foi possivel abrir a boca
por todo o trajeto?

Nao 0

Sim 1

[se nunca apresentou este tipo de problema, PULE para a pergunta 15]
Se a sua resposta foi Sim,

14.b. Esta limitacdo de abertura mandibular foi severa a ponto de interferir com a sua
capacidade de mastigar?

Nao 0
Sim 1
15.a. Os seus maxilares estalam quando vocé€ abre ou fecha a boca ou quando vocé mastiga?

Nao 0
Sim 1

15.b. Os seus maxilares crepitam quando vocé abre e fecha ou quando vocé mastiga?

Nao 0
Sim 1

15.c. Alguém Ilhe disse, ou vocé nota, se vocé range os seus dentes ou aperta os seus
maxilares quando dorme a noite?

Nao 0
Sim 1

15.d. Durante o dia, vocé range os seus dentes ou aperta os seus maxilares?

Nao 0
Sim 1

15.e. Voceé sente dor ou rigidez nos seus maxilares quando acorda de manha?

Nao 0
Sim 1

15.f. Vocé apresenta ruidos ou zumbidos nos seus ouvidos?

Nao 0
Sim 1
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15.g. Voce sente a sua mordida desconfortdvel ou incomum?

Nao 0
Sim 1

16.a. Vocé tem artrite reumatdide, lipus, ou qualquer outra doenga artritica sist€mica?

Nao 0
Sim 1

16.b. Voce conhece alguém na sua familia que tenha qualquer uma destas doencas?

Nao 0
Sim 1

16.c. Vocé ja apresentou ou apresenta inchaco ou dor em qualquer das articulagcdes que nao
sejam as articulagdes perto dos seus ouvidos (ATM)?

Nao 0

Sim 1

[em caso de Nao ter tido inchaco ou dor nas articulacdes, PULE para a pergunta 17.a.]
Se a sua resposta foi Sim,

16.d. E uma dor persistente que vocé vem tendo por pelo menos um ano?

Nao 0

Sim 1

17.a. Vocé teve alguma injdria recente contra sua face ou seus maxilares?
Nao 0

Sim 1

[ em caso de Nao ter tido injiria, pule para a pergunta 18]

Se sua resposta foi Sim,

17.b. Voce teve dor nos maxilares antes da injaria?

Nao 0
Sim 1

18. Durante os ultimos 6 meses voce teve dor de cabeca ou enxaquecas?

Nao 0
Sim 1
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19. Que atividades o seu problema atual dos maxilares impedem ou limitam?
a. Mastigar

Nao 0
Sim 1

b. Beber

Nao 0
Sim 1

c. Exercitar-se

Nao 0
Sim 1

d. Comer alimentos duros

Nao 0
Sim 1

e. Comer alimentos moles

Nao 0
Sim 1

f. Sorrir/gargalhar

Nao 0
Sim 1

g. Atividade sexual

Nao 0
Sim 1

h. Limpar os dentes ou a face

Nao 0
Sim 1

1. Bocejar

Nao 0
Sim 1
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j- Engolir

Nao 0
Sim 1

k. Conversar

Nao 0
Sim 1

1. Manter a sua aparéncia facial usual

Nao 0
Sim 1

20. No ultimo més, o quanto vocé tem estado angustiado por:
a. Dores de cabeca

Nem um pouco Um pouco Moderadamente Muito
0 1 2 3

b. Perda de interesse ou prazer sexual

Nem um pouco Um pouco Moderadamente Muito
0 1 2 3

c. Fraqueza ou tontura

Nem um pouco Um pouco Moderadamente Muito
0 1 2 3

d. Dores no coragdo ou peito

Nem um pouco Um pouco Moderadamente Muito
0 1 2 3

e. Sensacdo de falta de energia ou lerdeza

Nem um pouco Um pouco Moderadamente Muito
0 1 2 3

f. Pensamentos sobre morte ou relacionados ao ato de morrer

Nem um pouco Um pouco Moderadamente Muito
0 1 2 3
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g. Falta de apetite

Nem um pouco Um pouco Moderadamente
0 1 2

h. Chorar facilmente

Nem um pouco Um pouco Moderadamente
0 1 2

1. Culpar a si mesmo pelas coisas

Nem um pouco Um pouco Moderadamente
0 1 2

j- Dores na parte inferior das costas

Nem um pouco Um pouco Moderadamente
0 1 2

k. Sentir-se s6

Nem um pouco Um pouco Moderadamente
0 1 2

1. Sentir-se triste

Nem um pouco Um pouco Moderadamente
0 1 2

m. Preocupar-se muito com as coisas

Nem um pouco Um pouco Moderadamente
0 1 2

n. Sentir nenhum interesse pelas coisas

Nem um pouco Um pouco Moderadamente
0 1 2

0. Ndusea ou disturbio géstrico

Nem um pouco Um pouco Moderadamente
0 1 2
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p. Misculos doloridos

Nem um pouco Um pouco Moderadamente
0 1 2

g. Dificuldade em adormecer

Nem um pouco Um pouco Moderadamente
0 1 2

r. Dificuldade em respirar

Nem um pouco Um pouco Moderadamente
0 1 2

s. Acessos calor / frio

Nem um pouco Um pouco Moderadamente
0 1 2

t. Dorméncia ou formigamento em partes do corpo

Nem um pouco Um pouco Moderadamente
0 1 2

u. Inchago/protuberancia na sua garganta

Nem um pouco Um pouco Moderadamente
0 1 2

v. Sentir-se desanimado sobre o futuro

Nem um pouco Um pouco Moderadamente
0 1 2

w. Sentir-se fraco em partes do corpo

Nem um pouco Um pouco Moderadamente
0 1 2

X. Sensacdo de peso nos bracos ou pernas

Nem um pouco Um pouco Moderadamente
0 1 2

77

Muito

Muito

Muito

Muito

Muito

Muito

Muito

Muito

Muito

Extremamente
4

Extremamente
4

Extremamente
4

Extremamente
4

Extremamente
4

Extremamente
4

Extremamente
4

Extremamente
4

Extremamente
4



y. Pensamentos sobre acabar com a sua vida

Nem um pouco Um pouco Moderadamente
0 1 2

z. Comer demais

Nem um pouco Um pouco Moderadamente
0 1 2

aa. Acordar de madrugada

Nem um pouco Um pouco Moderadamente
0 1 2

bb. Sono agitado ou perturbado

Nem um pouco Um pouco Moderadamente
0 1 2

cc. Sensacdo de que tudo € um esforgo/sacrificio

Nem um pouco Um pouco Moderadamente
0 1 2

dd. Sentimentos de inutilidade

Nem um pouco Um pouco Moderadamente
0 1 2

ee. Sensacdo de ser enganado ou iludido

Nem um pouco Um pouco Moderadamente
0 1 2

ff. Sentimentos de culpa

Nem um pouco Um pouco Moderadamente
0 1 2
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21. Como voce classificaria os cuidados que tem tomado para com a sua saide de uma
forma geral?

Excelente 1
Muito bom 2
Bom 3
Satisfatério 4
Insatisfatério 5

22. Como vocé classificaria os cuidados que tem tomado para com a sua satide oral?

Excelente 1
Muito bom 2
Bom 3
Satisfatorio 4
Insatisfatorio 5

23. Quando vocé nasceu?
Dia Més Ano

24. Sexo masculino ou feminino?

Masculino ----- 1
Feminino ------ 2

25. Qual dos grupos abaixo melhor representa a sua raca?

Aleutas, Esquimé ou Indio Americano 1
Asiatico ou Insulano Pacifico 2

Negro 3

Branco 4

Outro 5

(favor especificar)

26. Alguns destes grupos representa a sua origem nacional ou ancestralidade?

Porto Riquenho 1

Cubano 2

Mexicano 3

Mexicano Americano 4
Chicano 5

Outro Latino Americano 6
Outro Espanhol 7
Nenhum acima 8

79



27. Qual o seu grau de escolaridade mais alto ou dltimo ano de escola que vocé completou?

Nunca freqiientou a escola / jardim de infancia 00
Escola Priméria 1 2 3 4

Escola Ginasial 5 6 7 8

Cientifico 9 10 11 12

Faculdade 13 14 1516 17 18+

28a. Durante as tdltimas 2 semanas, vocé trabalhou no emprego ou negdcio ndo incluindo
trabalho em casa (inclui trabalho ndao remunerado em negdcios/fazenda da familia)?

Nao 0

Sim 1

[Se a sua resposta foi Sim, pule para a pergunta 29]
Se a sua resposta foi Nao,

28b. Embora vocé ndo tenha trabalhado nas duas ultimas semanas, vocé tinha um emprego
ou negébcio?

Nao 0

Sim 1

[Se a sua resposta foi Sim, PULE para a pergunta 29]
Se a sua resposta foi Nao,

28c. Vocé estava procurando emprego ou de dispensa, durante aquelas duas semanas?

Sim, procurando emprego 1

Sim, de dispensa 2

Sim, ambos de dispensa e procurando emprego 3
Nao 4

29. Qual o seu estado civil?

Casado (a) — esposa (0) em casa 1
Casado (a) — esposa (o) fora de casa 2
Vituvo (a) 3

Divorciado (a) 4

Separado (a) 5

Nunca casei 6

30. Qual a sua foi a sua renda doméstica durante os ultimos 12 meses?

R$ ) ,__ (Reais, moeda brasileira)
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Nao preencher. Deverd ser preenchido pelo profissional

_ US$0-USS$ 14,999
_US$ 15,000 — US$ 24,999
_US$ 25,000 - US$ 34,999
_US$ 35,000 — US$ 49,999
_____USS$ 50,000 ou mais

31. Qual o seu CEP ? -
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Formulario de Exame

1. Voceé tem dor no lado direito da sua face, lado esquerdo ou ambos os lados?

nenhum O
direito 1
esquerdo 2
ambos 3

2. Voce poderia apontar as dreas aonde voce sente dor ?

Direito Esquerdo

Nenhuma 0 Nenhuma 0
Articulacdo 1 Articulacio 1
Musculos 2 Miuisculos 2
Ambos 3 Ambos 3

Examinador apalpa a drea apontada pelo paciente, caso ndo esteja claro se é dor muscular
ou articular

3. Padrao de Abertura

Reto 0

Desvio lateral direito (ndo corrigido) 1
Desvio lateral direito corrigido (“S”) 2
Desvio lateral esquerdo (nao corrigido) 3
Desvio lateral corrigido (“S”) 4

Outro 5
Tipo
(especifique)
4. Extensdo de movimento vertical incisivos maxilares utilizados 11
21
a. Abertura sem auxilio semdor ___ mm
b. Abertura maxima sem auxilio __ mm
c. Abertura maxima com auxilio __ mm
d. Transpasse incisal vertical __ __ mm
Tabela abaixo: Para os itens “b” e “c” somente
DOR MUSCULAR DOR ARTICULAR
nenhuma  direito  esquerdo  ambos nenhuma  direito esquerdo ambos
0 1 2 3 0 1 2 3
0 1 2 3 0 1 2 3
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5. Ruidos articulares (palpacgdo)

a. abertura
Direito Esquerdo
Nenhum 0 0
Estalido 1 1
Crepitacdo grosseira 2 2
Crepitagdo fina 3 3
Medida do estalido na abertura __mm__ ___mm

b. Fechamento
Direito Esquerdo

Nenhum 0 0
Estalido 1 1
Crepitacdo grosseira 2 2
Crepitacao fina 3 3

Medida do estalido de fechamento mm mm
c. Estalido reciproco eliminado durante abertura protrusiva

Direito Esquerdo

Sim 0 0
Nio 1 1
NA 8 8
6. Excursoes
a. Excursdo lateral direita _~ mm
b. Excursao lateral esquerda __ __ mm
c. Protrusdo mm
Tabela abaixo: Para os itens “a”, “b” e “c¢”
DOR MUSCULAR DOR ARTICULAR
nenhuma  direito esquerdo  ambos nenhuma  direito esquerdo ambos
0 1 2 3 0 1 2 3
0 1 2 3 0 1 2 3
0 1 2 3 0 1 2 3
d. Desvio de linhamédia ___ mm
direito esquerdo  NA
1 2 8
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7. Ruidos articulares nas excursdes
Ruidos direito

nenhum  estalido  Crepitacdo grosseira  Crepitacdo leve

Excursao 0 1 2 3
Direita

Excursao 0 1 2 3
Esquerda

Protrusio 0 1 2 3

Ruidos esquerdo

nenhum  estalido  Crepitacdo grosseira  Crepitacdo leve

Excursao 0 1 2 3
Direita

Excursao 0 1 2 3
Esquerda

Protrusaio 0O 1 2 3

INSTRUCOES, fTENS 8-10

O examinador ird palpar (tocando) diferentes areas da sua face, cabeca e pescoco. NOs
gostariamos que vocé indicasse se vocé€ nao sente dor ou apenas sente pressio (0), ou dor
(1-3). Por favor, classifique o quanto de dor vocé sente para cada uma das palpacoes de
acordo com a escala abaixo. Circule o nimero que corresponde a quantidade de dor que
vocé sente. NOs gostarfamos que vocé fizesse uma classificacdo separada para as palpacdes
direita e esquerda.

0 = Sem dor / somente pressao
1 =dor leve
2 = dor moderada
3 =dor severa
8. Dor muscular extra-oral com palpagdo

DIREITO ESQUERDO

a. Temporal (posterior) 0123 0123
“parte de tras da témpora”

b. Temporal (médio) 0123 0123
“meio da témpora”
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c¢. Temporal (anterior)
“parte anterior da témpora”

d. Masseter (superior)
“bochecha/abaixo do zigoma”
e. Masseter (médio)
“bochecha/lado da face”

f. Masseter (inferior
“bochecha/linha da mandibula”

g. Regido mandibular posterior
(estilo-hidide/regido posterior do digéstrico)
“mandibula/regido da garganta”

h. Regiao submandibular

(pterigoide medial/supra-hidide/regido
anterior do digéstrico) “abaixo do queixo”

9. Dor articular com palpagao

a. Polo lateral

“por fora”

b. Ligamento posterior
“dentro do ouvido”

10. Dor muscular intra-oral com palpagao

a. Area do pterigoide lateral
“atras dos molares superiores”

b. Tenddo do temporal
“tenddo”
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