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“Ndo se iludam.

A ciéncia ndo estd alicercada na rocha.

A vasta estrutura de suas teorias ergue-se sobre um pantano.

E como um edificio sustentado por estacas que mergulham num terreno
movedigo, mas ndo atingem nenhuma base natural.

Muitas questdes fundamentais para a ciéncia continuam em aberto.

Se ndo queremos nos ver reduzidos a meras fatias do conhecimento oficial,
precisamos manter abertas também as nossas mentes."

Karl Popper
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RESUMO

O objetivo deste estudo foi investigar a ocorréncia dos polimorfismos IL-1A (-
889C/T), IL-1B (-511C/T), IL-1B (+3953C/T), IL-1RN VNTR (intron 2), IL-6 (-174G/C) e
TNF-A (-308G/A) em 92 pacientes com sinais imaginologicos de alteragdes degenerativas
da ATM e em 102 individuos controles. O DNA dos voluntdrios foi extraido a partir de
células epiteliais da mucosa bucal e submetido as técnicas de PCR (reacdo em cadeia da
polimerase) e RFLP (polimorfismo no comprimento do fragmento de restricdo) para a
deteccdo dos possiveis alelos. Os produtos do PCR/RFLP foram analisados em géis de
poliacrilamida a 10%, corados por prata. Os polimorfismos foram analisados
individualmente e sob a forma de haplétipos. O programa Arlequin (ver. 3.01) foi utilizado
para calcular o desequilibrio de ligag¢do entre os loci polimorficos da IL-1 e determinar seus
possiveis haplétipos. Adicionalmente, um questiondrio foi aplicado aos voluntdrios para
investigar a presenca de fatores locais e sist€émicos associados a DTMs. Os dados do
questiondrio, bem como, as freqiiéncias alélicas, genotipicas e haplotipicas foram
comparadas entre os dois grupos com auxilio do teste qui-quadrado (p<0,05). O método de
Mantel-Haenszel foi utilizado para o cédlculo de odds ratio (OR), com intervalo de confianca
(IC) a 95% para estimar o risco de cada fator avaliado na ocorréncia da doenga. As andlises
estatisticas foram realizadas com auxilio do programa Epi Info (ver. 6.04). Estresse e/ou
ansiedade (p=0,001), uso freqiiente de ansioliticos ou antidepressivos (p=0,000), hébitos
parafuncionais (p=0,000), histérico de trauma facial (p=0,005), queixas constantes de dores
em outras articulacdes (p=0,000), presenca de alteracdes sistémicas (p=0,000) e histérico de
familiares com DTM (p=0,000) se mostraram significativamente mais freqlientes nos
pacientes do grupo teste. Considerando o polimorfismo IL-1B (+3953C/T), o alelo C e
genotipo C/C mostraram maior ocorréncia no grupo teste do que no controle (p=0,000),
aumentando em 3,24 e 6,35 vezes o risco de desenvolvimento de DTM, respectivamente. A
presenca do genétipo C/T do polimorfismo IL-1A (-889C/T) aumentou em
aproximadamente 1,87 vezes o risco em desenvolver DTM. Os loci polimorficos IL-1B
(+3953C/T), IL-1A (-889C/T) e IL-1RN se mostraram em desequilibrio de ligacao e foram

analisados simultaneamente, demonstrando que individuos portadores do respectivo
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haplétipo TC1 apresentaram-se 0,11 vezes mais protegidos em desenvolver DTM.
Considerando o polimorfismo IL-6 (-174G/C), individuos portadores do alelo C e do
genotipo C/G apresentaram um risco 1,60 e 1,98 vezes maior em desenvolver DTM,
respectivamente. O presente estudo mostra que polimorfismos nos genes da IL-1 e IL-6
estdo associados ao desenvolvimento de DTMs na populagdo estudada e corrobora
evidéncias anteriores de que fatores psicoldgicos, locais e sistémicos devem atuar em

conjunto no desenvolvimento de DTMs.

Palavras-chave:  Articulacdo  temporomandibular, Desordem temporomandibular,

Osteoartrite, Polimorfismo genético, Interleucina
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ABSTRACT

The aim of this study was to investigate the occurrence of IL-1A (-889C/T), IL-1B (-
511C/T), IL-1B (+3953C/T), IL-1RN VNTR (intron 2), IL-6 (-174G/C) and TNF-A (-
308G/A) polymorphisms in 92 patients with degenerative changes of temporomandibular
joint. Control group comprised 102 healthy individuals. Genomic DNA was obtained from
oral mucosa cells and polymorphisms were identified by PCR (polymerase chain reaction)
and RFLP (restriction fragment length polymorphism). Restriction products were visualized
by electrophoresis on vertical 10% polyacrylamide gels, followed by silver staining. The
Arlequin software (ver.3.01) was used to determine haplotype frequencies and linkage
disequilibrium among the IL-1 polymorphic sites. The polymorphisms were analyzed
individually and in haplotypes. In addition, a questionnaire was answered by volunteers in
order to assess the presence of local and systemic factors associated to TMDs. Data of the
questionnaires, frequencies of alleles, genotypes and haplotypes were compared between
the two groups using the chi-squared test (p<0.05). The odds ratio (OR) was calculated with
95% confidence intervals (CI) to estimate the relative risk of each factor on the disease
occurrence. The statistical analyses were performed using Epi Info software (ver. 6.04).
Stress and/or anxiety (p=0.001), frequent usage of anxiolytic or antidepressant drugs
(p=0.000), oral parafunctions (p=0.000), history of facial trauma (p=0.005), presence of
systemic diseases (p=0.000), complaints of pain in other joints (p=0.000) and history of
relatives with TMD (p=0.000) were significantly more frequent in patients of test group.
For the IL-1B (+3953C/T) polymorphism, allele C and genotype C/C were significantly
frequent in patients of test group (p=0,000), showing 3,24- and 6,35-folds increased risk for
TMD development, respectively. Individuals with genotype C/T of IL-1A (-889C/T)
polymorphism showed a 1,87-folds increased risk for TMD development. The
polymorphisms IL-1B (+3953C/T), IL-1A (-889C/T) and IL-1RN were in linkage
disequilibrium and were analyzed in haplotypes. The respective haplotype TC1 showed a
protective effect increased in 0,11-folds. Individuals with allele C and genotype C/G of IL-
IL-6 (-174G/C) polymorphism showed a 1,60- and 1,98-folds increased risk for TMD
development, respectively. The present study shows that IL-1 and IL-6 polymorphisms are



associated with development of TMDs in the studied population and corroborates previous
evidences that psychological, local and systemic factors should act in combination to

promote development of TMDs.

Key Words: Temporomandibular joint, Temporomandibular disorder, Osteoarthritis,

Genetic polymorphism, Interleukin
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LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ATM — Articulagcao temporomandibular

DD — Deslocamento de disco

DTM — Desordem temporomandibular

IL — Interleucina

IL-1ra — Antagonista de receptor da interleucina-1

IL-1RI — Receptor da interleucina-1 tipo |

IL-1RII - Receptor da interleucina-1 tipo Il

MMP - Metaloproteinases de matriz

OA - Osteoartrite

PCR — Polymerase chain reaction (reacao em cadeia da polimerase)

RFLP — Restriction fragment length polymorphism (polimorfismo no comprimento
do fragmento de restricao)

RM — Ressonéancia magnética

SNP — Single nucleotide polymorphism (polimorfismo de nucleotideo Unico)

TC — Tomografia computadorizada

TNF-o - Fator de necrose tumoral-alfa

VNTR — Variable number of tandem repeats (nUmero variavel de repeticoes em

tandem)
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Introdugédo

1. INTRODUCAO

As desordens temporomandibulares (DTMs) abrangem um amplo ndmero de
problemas clinicos articulares e/ou musculares na regido orofacial, sendo principalmente
caracterizadas por dor, ruidos articulares e/ou funcdes limitadas da mandibula. Pacientes
portadores de DTMs apresentam como principais alteracdes articulares os deslocamentos
de disco (DDs) e as alteracdes degenerativas da articulacdo temporomandibular (ATM) que

podem culminar em um quadro de osteoartrite (OA) (Zarb et al., 2000).

Em alguns individuos, as DTMs se apresentam de forma severa, podendo gerar
incapacidade para o trabalho ou para o convivio social normal. Ao longo da vida, cargas
funcionais e/ou parafuncionais iniciam alteracOes adaptativas e, por fim, degenerativas na
ATM. Sob certas condi¢des, como predisposicdo genética, trauma e estresse, estas
alteracdes podem atravessar o limiar de um estado assintomadtico para o sintomédtico. A
severidade dos sintomas e a progressio da doenga apresentam grande variacdo
interindividual, sugerindo que fatores intrinsecos ao individuo devem desempenhar um

papel relevante no processo (Zarb & Carlsson 1999; Stegenga, 2001).

Andlises bioquimicas do fluido sinovial de ATMs demonstraram que niveis
elevados de citocinas e de seus receptores se correlacionaram com alteragdes patoldgicas
nas articulagdes (Fu et al., 1995; Kubota et al., 1998; Sandler et al., 1998; Takahashi et al.,
1998; Fang et al., 1999; Emshoff et al., 2000; Kaneyama et al., 2002; Suzuki et al., 2002;
Kaneyama et al., 2004; Nishimura et al., 2004; Tominaga et al., 2004; Kaneyama et al.,
2005; Matsumoto et al., 2006; Hamada et al., 20006).

Citocinas pré-inflamatérias como a interleucina-1 (IL-1), IL-6 e fator de
necrose tumoral-alfa (TNF-a) foram observadas em niveis elevados no fluido sinovial de
ATMs com sinais e sintomas de OA, sugerindo a participacdo desses mediadores na
patogénese da doenca (Fu et al., 1995; Kubota et al., 1998; Kopp, 1998; Nordahl et al.,
1998; Takahashi et al., 1998; Kaneyama et al., 2002; Kaneyama et al., 2004).

Polimorfismos genéticos sao pequenas variacdes comuns na seqiiéncia de

nucleotideos, espalhadas em vdérias posicoes diferentes ao longo do genoma. Os



Introdugédo

polimorfismos refletem o acimulo de mutacdes ao longo de milhares de geragdes,
proporcionando a ocorréncia de dois ou mais gendtipos alternativos em uma populacio

(Farah, 1997).

Polimorfismos foram descritos nos genes da IL-1, IL-6 e TNF-¢, cujos alelos
especificos foram associados a uma maior expressao das respectivas citocinas (di Giovine
et al., 1992; Pociot et al., 1992; Tarlow et al., 1993; McDowell et al., 1995; Kroeger et al.,
1997; Wilson et al., 1997; Fishman et al., 1998), bem como, a severidade e/ou pré-
disposi¢do a doengas de natureza inflamatdria e degenerativa, como a artrite reumatoide
(Danis et al., 1995a; Buchs et al., 2001), artrite cronica juvenil (Fishman et al., 1998),

artrite psoridtica (Ravidran et al., 2004) e lupus eritematoso sist€émico (Huang et al., 2002).

Estudos que identifiquem fatores genéticos associados as DTMs podem
fornecer informacgdes uteis para o desenvolvimento de intervencdes farmacoldgicas e
genéticas que combatam a progressdo da doenga. Entretanto, na literatura existem poucos

estudos acerca da influéncia genética sobre as desordens temporomandibulares.

O presente estudo teve como objetivo investigar a ocorréncia dos
polimorfismos IL-1A (-889C/T), IL-1B (-511C/T), IL-1B (+3953C/T), IL-1RN VNTR
(intron 2), IL-6 (-174G/C) e TNF-A (-308G/A) em 92 pacientes portadores de sinais
imaginoldgicos e sintomas de alteragdes degenerativas da ATM e em 102 individuos
assintomdticos. Adicionalmente, a presenca de fatores psicoldgicos, locais e sist€émicos

também foi investigada por meio de aplicaciao de questiondrio.
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2. REVISAO DE LITERATURA

As desordens temporomandibulares sdo as principais causas de dor ndo-dentaria
na regido orofacial e acometem uma parcela considerdvel da populacdo mundial, tendo
maior prevaléncia nas mulheres em idade reprodutiva. Em se tratando das desordens
articulares, as principais alteracdes sdo os deslocamentos de disco e o0s processos

degenerativos, como a osteoartrite. (Zarb et al., 2000).

O deslocamento de disco € definido como uma anormalidade anatomica e
funcional da relacdo entre disco, condilo e componente articular do osso temporal. O
deslocamento anterior do disco parece ser a situagdo 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 do condilo quando a boca estd fechada, mas durante a abertura de
boca, o condilo se movimenta para uma posicdo protrusiva, “recapturando” o disco para
uma posi¢ao de normalidade. Clinicamente, a reducio do disco se reflete em um ruido ou
estalo. Quando o condilo volta para a posi¢cdo retrusiva ocorre o ruido reciproco, pois o
disco se recoloca a sua frente. No deslocamento anterior sem reducdo, hd o deslocamento
permanente do disco a frente do condilo, ndo ocorrendo ruidos articulares. Esta condic¢do
reflete um estigio mais avancado, no qual pode ocorrer travamento, ou seja, abertura
mandibular limitada (Zarb et al., 2000). O DD pode manifestar-se clinicamente como dor
articular, entretanto, a observacdo de DD em pacientes assintomdticos propde um novo
conceito que considera a posicdo anterior do disco uma variagdo anatdomica “normal”,

podendo persistir por décadas sem progressao do quadro (Stegenga, 2001).

A osteoartrite ou doenga articular degenerativa envolve basicamente dois
processos: a degeneracdo e a inflamacdo. A degeneracdo € caracterizada pela destrui¢io
progressiva da cartilagem articular e do osso subcondral, acompanhada pela neoformagao
de osso e de tecido mole. O acimulo de material degradado poderda desencadear uma
resposta inflamatdria. Inicialmente, o termo osteoartrose era empregado, pois se acreditava
na auséncia de processo inflamatdrio, entretanto, o termo osteoartrite parece ser mais
apropriado por ser improvavel que alteracdes degenerativas ndo desencadeiem algum grau

de inflamacao no tecido sinovial (Stegenga, 2001).
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O diagnostico de OA € estabelecido com base na histéria do paciente e na
interpretacdo dos exames de imagens (Zarb & Carlsson, 1999). Dentre os exames de
imagem das ATMs, o exame de ressonancia magnética (RM) parece ser o método mais
eficiente para avaliacdo das estruturas articulares, pois fornece informacdes sobre tecidos
duros, moles e posicionamento do disco (Tomas et al., 2006). Erosdo da cortical dssea,
esclerose subcondral e formacdo de espiculas dsseas, denominadas ostedfitos, sdo imagens
caracteristicas de alteragdes degenerativas da ATM (De Bont & Stegenga, 1993; Zarb &
Carlsson, 1999; Tomas et al., 2006).

As alteragdes degenerativas sdo freqiientemente relacionadas a sinais e
sintomas clinicos de DTM, decorrentes da resposta inflamatéria dos tecidos (Zarb &
Carlsson, 1999; Stegenga, 2001). Durante o curso da doenga, os sintomas tendem a
desaparecer, porém as alteracdes radiograficas podem permanecer como resultado da
remodelacdo tecidual (De Leeuw et al.,, 1996; Sato et al., 1998; Imirzalioglu et al., 2005;
Kurita et al., 2005). Caso ocorra sobrecarga da articulagdo, os sintomas poderdo recidivar

(Stegenga, 2001).

A grande prevaléncia de alteracdes degenerativas em ATMs com deslocamento
de disco sem redugdo sugere a instalacdo da OA como progressdo do DD (Bertram et al.,
2001; Emshoff et al., 2001; Larheim et al., 2005). No entanto, essa relacdo ainda ndo esta
confirmada, pois a presencga de alteracdes degenerativas em articulagdes sem DD demonstra
que a segunda condi¢do ndo € pré-requisito necessdrio para a primeira (De Bont &

Stegenga, 1993; Pereira et al.,1994).

Em revisdo de literatura, Greene (2001) discute as teorias etiolégicas propostas
para as DTMs e ressalta que a ciéncia ainda ndo nos oferece uma resposta definitiva.
Atualmente o modelo mais aceito é o da etiologia multifatorial, no qual fatores
psicoldgicos, locais e sistémicos podem ser identificados. Na OA, alguns fatores podem ser
destacados como o avanco da idade, estresse, traumatismo facial e sobrecarga articular
produzida por hébitos parafuncionais, maloclusdo e perda dos dentes (Zarb & Carlsson,

1999; Martinez-Blanco et al., 2004).
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E reconhecido que diversas condi¢des sistémicas podem afetar diretamente a
ATM ou atuar em comorbidade com as DTMs. Doengas como artrite reumatdide
(Kobayashi et al., 2001; Bathi et al., 2004; Moen et al., 2005; Ardic et al., 2006), artrite
psoridtica (Dervis & Dervis, 2005), espondilite anquilosante (Major et al., 1999), artrite
idiopdtica juvenil (Savioli et al., 2004; Twilt et al., 2004; Scolozzi et al., 2005; Arabshahi
& Cron, 2006), pseudogota (Goldblatt et al., 2004) e anemia falciforme (Baykul et al.,
2004) podem também acometer a ATM, contribuindo para a instalacio de alteracdes
degenerativas. Essas alteracoes podem gerar complicacdes como dor, movimentos
mandibulares limitados e, em casos mais severos, a reabsor¢do condilar que pode trazer
conseqiiéncias para a oclusdo dos individuos acometidos (Helenius et al., 2005; Atsu &

Ayhan-Ardic, 2006).

A teoria multifatorial parece ser plausivel e apresenta grande valor para a
compreensdo das desordens temporomandibulares em nivel coletivo. Entretanto, ela nao
explica a importancia relativa dos diversos fatores envolvidos em cada paciente. Dessa
forma, permanece a questdo: ‘o que determina que alguns individuos desenvolvam dor e

disfun¢@o enquanto outros permanecem assintomaticos?’ (Greene, 2001).

2.1 Papel de citocinas na patogénese das DTMs

A ATM ¢€ considerada uma articulagdo complexa, formada por diferentes
tecidos que se interrelacionam: cartilagem, osso, ligamentos € membrana e fluido sinoviais.
Estes tecidos estdo em constante remodelacdo, na qual condrécitos, ostedcitos e
fibroblastos exercem atividades anabdlicas e catabdlicas. Essas atividades se mantém em
equilibrio sob a acdo de cargas funcionais, desenvolvendo alteracdes adaptativas na
estruturas articulares. As alteracdes degenerativas se instalam quando a capacidade
adaptativa dos tecidos é excedida, gerando um desequilibrio entre as atividades catabdlica e
anabdlica. O processo degenerativo pode gerar um acimulo de produtos degradados, os
quais desencadeiam uma resposta inflamatéria clinicamente perceptivel quando ndo sao

rapidamente fagocitados (Stegenga et al., 1991; Stegenga, 2001).
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As vias de degradacdo dos tecidos articulares envolvem principalmente a
necrose celular e a atividade das enzimas metaloproteinases de matriz (MMPs), enquanto
que as vias anabdlicas envolvem proliferacdao e diferenciacdo celular, além de sintese da
matriz (Puzas et al., 2001). A anélise da expressao de MMP-1, -2, -3, -8, -9, e -13 no fluido
sinovial de ATMs revelou alta incidéncia destas proteinases em pacientes que
apresentavam osteoartrite e/ou desarranjo interno da articulagdo temporomandibular
(Kubota et al., 1997; Kubota et al., 1998; Srinivas et al., 2001; Yoshida et al., 2006).
Adicionalmente, o aumento da atividade das MMPs foi associado a niveis elevados de IL-

1B ¢ IL-6 no fluido sinovial de ATMs com desarranjo interno ou OA (Kubota et al., 1998).

Os resultados de estudos in vitro e em modelos animais sugerem que citocinas
pré-inflamatoérias, como a IL-1 e TNF-a desempenhem um papel importante na indugdo de

maior expressao e atividade das MMPs na patogénese das DTMs (Ijima et al., 2001; Puzas

et al.,2001; Yamaguchi et al., 2005; Lai et al., 2006).

Condrdcitos e células do disco obtidas da ATM de ratos, sob a estimulagdao com
IL-1¢ apresentaram maior expressdao e ativagdo das MMP-3 e -9 (Ijima et al., 2001).
Entretanto, em estudo com células obtidas do disco da ATM de coelhos, Yamaguchi et al.
(2005) observaram que, apenas em condicdo de hipoxia, a IL-14 induziu expressao gé€nica

elevada de MMP-1,-3, -9 e -13.

A expressdo elevada de IL-18 em ATM de camundongos geneticamente
manipulados desencadeou alteragdes histopatolégicas na cartilagem articular como
fibrilacao e erosdo da superficie articular, clonagem de condrdcitos e perda do contetido de
proteoglicanas. Estas alteragcdes foram acompanhadas pela inducdo da expressdo de
mediadores inflamatérios como IL-6, MMP-9 e ciclooxigenase-2 (COX-2). As alteragcdes
histopatoldgicas e bioquimicas mencionadas se refletiram em comportamentos relacionados
a dor e disfun¢do da ATM, como grunhido e diminui¢ao da resisténcia a abertura de boca

(Lai et al., 2006).

Puzas et al. (2001) avaliaram a ATM de camundongos manipulados

geneticamente para expressar niveis aumentados de TNF-«& e observaram imunomarcacao
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de MMP-9 e IL-1 em células articulares e do disco. Inicialmente, a ATM desses animais
apresentou inflama¢do da membrana sinovial, seguida, em poucos meses, por alteracdes
histolégicas de degeneracdo, como clonagem de condrdcitos, reabsor¢ao Ossea, fissura na

superficie articular e afinamento do disco.

A capacidade das citocinas pré-inflamatérias em induzir a sintese de MMPs,
bem como seu potencial de ativar condrdcitos e osteoclastos durante a degradacdo da
cartilagem e reabsor¢do Ossea (Tatakis, 1993; Westacott ef al., 1994; Manolagas, 2000)
sugerem um importante papel destas moléculas nas alteracdes patoldgicas da ATM. Desta
forma, a avaliacdo desses mediadores inflamatdrios e de seus receptores no fluido sinovial
de ATMs tem sido sugerida como uma andlise bioquimica eficiente para avaliar o grau de
inflamacao e destruicao dos tecidos articulares (Fu et al., 1995; Kubota et al., 1998; Sandler
et al., 1998; Takahashi et al., 1998; Fang et al., 1999; Emshoff et al., 2000; Kaneyama et
al., 2002; Suzuki et al., 2002; Kaneyama et al., 2004; Nishimura et al., 2004; Tominaga et
al., 2004; Kaneyama et al., 2005; Matsumoto et al., 2006; Hamada et al., 2006).

Concentracdes elevadas de IL-14 (Kubota ef al., 1998; Takahashi er al., 1998;
Kaneyama et al., 2002; Suzuki et al., 2002; Tominaga et al., 2004; Kaneyama et al., 2005),
TNF-« (Takahashi et al., 1998; Kaneyama et al., 2002; Suzuki et al., 2002; Kaneyama et
al., 2005) e IL-6 (Kubota et al., 1998; Takahashi et al., 1998; Kaneyama et al., 2002;
Kaneyama et al., 2004; Kaneyama et al., 2005) foram detectadas no fluido sinovial de
pacientes com DTMs (desarranjo interno e/ou OA), quando comparados a individuos
controles. Em contraste, os niveis de IL-15 ¢ TNF-& ndao mostraram diferenca estatistica
significativa em estudo realizado por Kaneyama et al. (2003), comparando grupos com

DTMs e individuos saudaveis.

Niveis elevados de IL-14 e/ou TNF-a no fluido sinovial foram correlacionados
com a presenca de dor na ATM (Takahashi et al., 1998; Emshoff et al., 2000), bem como,
com o diagndstico clinico e imaginologico de OA (Fu et al., 1995; Kubota et al., 1998).
Adicionalmente, observou-se que pacientes com elevada concentragdo de IL-1/4 no fluido
sinovial apresentam maior probabilidade de insucesso na resolu¢do dos sintomas apods

irrigacdo da ATM (Nishimura et al., 2004). Em discordancia, Nishimura et al. (2002) e
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Kaneyama et al. (2002) ndo observaram correlagio entre a concentragido de IL-15 e TNF-«

no fluido sinovial e achados clinicos de DTMs.

Takahashi et al. (1998) e Kaneyama et al. (2002) ndo observaram correlacdo
entre a concentracdo de IL-6 no fluido sinovial e achados clinicos de DTMs, como a
presenca de dor. Entretanto, niveis elevados deste mediador foram correlacionados com
quadro severo de sinovite evidenciada em exames de artroscopia (Sandler et al., 1998;
Nishimura et al., 2002), bem como com a presenga de alteragdes Osseas observadas em
exames radiogrificos da ATM (Kubota et al., 1998; Kaneyama et al., 2002; Kaneyama et
al., 2004). Adicionalmente, observou-se que pacientes com elevada concentracdao de IL-6
no fluido sinovial apresentam maior probabilidade de insucesso na resolu¢do dos sintomas

apos irrigacdo da ATM (Hamada et al., 2006).

Além das IL-1 e f, a familia da IL-1 apresenta um antagonista de receptor
(IL-1ra) que atua como um inibidor competitivo, pois sua ligacdo aos receptores da IL-1
nio desencadeia atividade bioldgica (Abbas et al., 1998). Em andlise do fluido sinovial,
individuos do grupo controle apresentaram niveis mais elevados de IL-1ra do que pacientes
com DTMs, porém sem significancia estatistica (Tominaga et al.,2004; Kaneyama et
al.,2005). Adicionalmente, concentragdes elevadas de IL-1ra no fluido sinovial foram
correlacionadas com auséncia ou menor intensidade de dor durante movimentos
mandibulares em pacientes com poliartrites cronicas que apresentaram envolvimento da
ATM (Alstergren et al., 2003). Em discordancia, Fang et al. (1999) observaram
concentracao elevada de IL-1ra no fluido sinovial de pacientes com DTMs, porém o mesmo

nao foi detectado nos individuos do grupo controle.

Citocinas pré-inflamatdrias e seus receptores parecem desempenhar um papel
importante na patofisiologia das DTMs, embora ainda ndo estejam esclarecidos seus
mecanismos de inducdo e exacerbacdo dos sinais e sintomas da OA. Estudos in vitro e em
modelos animais tém sido conduzidos na tentativa de elucidar o papel de diferentes
mediadores inflamatérios durante os estdgios da artrite na ATM (Habu et al., 2002; Spears
et al., 2003a; Spears et al., 2003b; Sukedai et al., 2004; Spears et al., 2005; Hirota et al.,
2006).
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Habu er al. (2002), Sukedai er al. (2004) e Hirota et al. (2006) utilizaram o
mesmo modelo animal de artrite induzida em ATM de coelhos para avaliar a marcacio
celular de IL-14, do receptor de antagonista da IL-1 (IL-1ra), da IL-8, do TNF-« ¢ de
células apoptéticas durante a progressdo da doenca. A IL-14, IL-1ra e TNF-& estavam
presentes na fase aguda e persistiram na fase crOnica da artrite, porém apresentaram
diferentes fontes celulares. Na fase aguda, IL-1/ e IL-1ra foram principalmente produzidas
por células inflamatdérias e sinoviais, enquanto que nos estigios mais tardios da doenca
essas citocinas foram observadas em condrdcitos e células sinoviais hiperpladsicas (Habu et
al., 2002). O TNF-«& que inicialmente era produzido por células inflamatérias, sinoviais,
condrécitos e células endoteliais vasculares, se mostrou relacionado apenas com os dois
ultimos tipos celulares durante a fase cronica (Sukedai ef al., 2004). Adicionalmente, foi
sugerido que a elevada marcacdo de TNF-& em condrécitos no estdgio agudo da artrite
induzida deve atuar como responsdvel pelo aumento de condrdcitos apoptéticos durante a
progressdo para o estdgio cronico (Hirota er al., 2006). J4 a producdo de IL-8 parece

limitar-se a fase aguda da doenca, sendo sintetizada por células inflamatoérias e sinoviais

(Sukedai et al., 2004).

Em modelo de artrite induzida na ATM de ratos, as concentracdes de IL-15 e
TNF-« foram avaliadas nos tecidos articulares com dois dias, duas, quatro e seis semanas.
Nos dois primeiros dias, foram observadas as maiores concentracdes, as quais se
mantiveram elevadas durante os demais estdgios inflamatérios quando comparadas ao
grupo controle (Spears et al., 2005). Em estudo anterior, utilizando-se 0 mesmo modelo
animal, foram demonstradas durante o estigio agudo de inflamacdo concentracdes
elevadas, ndo apenas de TNF-¢, mas também de seus receptores (TNF-R1 e TNF-R2) nos
tecidos articulares (Speras et al., 2003a). Adicionalmente, os tecidos articulares foram
colocados em meio de cultura e estimulados com TNF-¢, observando-se uma diminui¢ao
da concentracdo de TNF-R1, aumento da apoptose, bem como, das enzimas caspase-3 e -8
e de IL-1/. Esses efeitos foram revertidos pela adi¢do de anticorpo anti-TNF-& ao meio de
cultura, sugerindo que esta citocina deve estar envolvida na ativacdo das vias de sinalizacao

da apoptose (Spears et al.,2003b).
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Com base no que foi exposto, pode-se hipotetizar que mediante um estimulo
iniciador, individuos capazes de produzir elevados niveis de citocinas pré-inflamatorias
podem apresentar um risco elevado em desenvolver DTMs de maior severidade. Logo,
torna-se relevante estudar a correlagdo entre fatores associados a maior producdo dessas

moléculas, como os polimorfismos genéticos, e as alteracdes patologicas da ATM.

2.2 Influéncia de polimorfismos genéticos nas DTMs

Basicamente, existem dois tipos de variacdes no DNA de individuos normais:
aquela que afeta um simples par de bases, como os polimorfismos de nucleotideo tinico
(SNPs), e as que envolvem seqiiéncias génicas repetidas, como o polimorfismo VNTR
(nimero varidvel de repeticdes em tandem). O SNP apresenta dois alelos possiveis,
reconhecidos por enzimas de restricdo. A alteracdo de um par de bases na seqiiéncia do
DNA cria um sitio de restricdo, ou seja, a depender do nucleotideo presente, a seqiiéncia
serd ou ndo reconhecida e cortada por uma enzima de restricdo especifica. J4 o
polimorfismo VNTR € caracterizado por uma seqii€éncia de pares de bases que se repete

consecutivamente em nimero varidvel, podendo originar dois ou mais alelos (Farah, 1997).

Essas variacdes podem estar localizadas em regides codificantes, promotoras ou
intronicas dos genes, podendo alterar transcricdo e/ou funcdo da proteina. Desta forma,
pequenas variagcdes no genoma podem contribuir com a base genética de determinadas

doencas (Chen et al., 2005).

Os trés polipeptideos que constituem a familia da IL-1 (IL-1a, IL-145 e IL-1ra)
sdo codificados pelos genes IL-1A, IL-1B e IL-1RN, respectivamente. Esses genes estdo

proximos e localizados no brago longo do cromossomo 2 (Nicklin ef al., 1994).

Na posicdo -511 do promotor e na posi¢do +3953 do exon 5 do gene IL-1B,
assim como, na posi¢do -889 da regido promotora do gene IL-1A foram descritos SNPs que
se caracterizam pela substituicio de uma base citosina (C) por uma base timina (T),
originando dois possiveis alelos: alelo C e alelo T (D1 Giovine et al., 1992; Pociot et al.,

1992; McDowell et al., 1995).
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No intron 2 do gene IL-1RN foi identificado um polimorfismo VNTR,
caracterizado por uma seqiiéncia de 86 pares de base (86 pb) que se repete em nimero
varidvel. Essa seqiiéncia pode se repetir de duas a seis vezes consecutivas, fornecendo

cinco possiveis alelos: 1, 2, 3,4 e 5 (Tarlow et al., 1993).

Os alelos T (IL1B-511), T (IL1B+3953), T (IL1A-889) e 2 (IL-1RN intron 2)
foram associados a maior producdo de seus respectivos mediadores (Pociot et al., 1992;
Danis et al., 1995b; Hurme & Santtila, 1998; Shirodaria et al., 2000; Hwang et al., 2002),
bem como a suscetibilidade e/ou severidade de doencas degenerativas e inflamatdrias,
como a artrite reumatdide (Buchs er al., 2001), espondilite anquilosante (van der Paardt et

al., 2002), artrite psoridtica (Ravidran et al., 2004) e osteoatrite (Moos et al., 2000).

O gene humano que codifica a IL-6 estd localizado no brago curto do
cromossomo 7 e consiste de 5 exons e 4 introns. Na posi¢do -174 do seu promotor, foi
descrito um SNP caracterizado pela substituicdo de uma base guanina (G) por uma base C
(citosina) (Olomolaiye et al., 1998), que resulta em alteracdes na transcricdo da IL-6 e
aumento dos seus niveis plasmaticos (Fishman ez al., 1998). Ainda ndo foi esclarecido de
que maneira este polimorfismo modula os niveis de IL-6. Alguns autores (Fishman et al.,
1998; Pola et al.,2002; Vozarova et al., 2003) observaram associac¢do de niveis aumentados
de IL-6 e doencas sistémicas com os genétipos G/G e C/G quando comparados ao genotipo
C/C, enquanto que outros autores (Revilla et al., 2002; Rea et al.,2003) observaram uma

relac@o oposta.

O gene TNF-A, responsavel pela codificagdo do TNF-¢, estd localizado no
brago curto do cromossomo 6, na regido de classe III do complexo de histocompatibilidade
maior (MHC) e contém 4 exons e 3 introns (Makhatadze, 1998). Na posicdo —308 de sua
regido promotora, foi descrito um SNP, no qual ha substituicdo de uma base guanina (G)
por uma base adenina (A) (Wilson et al., 1992). O alelo A foi relacionado a maior
transcricdo génica (Kroeger et al., 1997; Wilson et al., 1997) e produgdo elevada de TNF-«
in vitro (Louis et al., 1998). Este alelo parece também estar associado ao desenvolvimento

de doencas inflamatdrias e degenerativas, como a artrite reumatdide (Rodriguez-Carreon et

11
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al., 2005), lupus eritematoso sistémico (Rood et al., 2000) e febre reumatica (Sallakci et al.,
2005)

Até o presente momento nao existe relato na literatura sobre a influéncia dos

referidos polimorfismos sobre o desenvolvimento e/ou severidade de DTMs.
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3. PROPOSICAO

O objetivo do presente estudo foi investigar a ocorréncia de polimorfismos nos
genes da IL-1, IL-6 e TNF-a em 92 pacientes com sintomas e sinais imaginoldgicos de

alteracOes degenerativas da ATM e em 102 individuos assintomaticos.

Foram analisados seis polimorfismos genéticos previamente descritos: IL-1A (-
889C/T), IL-1B (-511C/T), IL-1B (+3953C/T), IL-1RN VNTR (intron 2), IL-6 (-174G/C) e
TNF-A (-308G/A).

Adicionalmente, a presenga de fatores psicoldgicos, locais e sistémicos foi

investigada por meio da aplicacdo de questionarios.

13



Material e Métodos

4. MATERIAL E METODOS

4.1 Grupos analisados

A amostra do presente estudo foi composta por dois grupos: (1) grupo teste,
constituido por 92 pacientes que apresentaram imagens de alteragdes degenerativas na
ATM em exames de ressonincia magnética (RM) e/ou tomografia computadorizada (TC); e
(2) grupo controle, constituido por 102 individuos sem nenhum tipo de sintomatologia na
regido da ATM e/ou dos musculos da mastigacao.

O grupo teste foi selecionado do universo de pacientes que realizaram, entre o
periodo de outubro de 2000 a novembro de 2005, RM e/ou TC das ATMs numa clinica
privada de diagnoéstico por imagem da cidade de Salvador-BA (Clinica DELFIN - Av.
Antonio Carlos Magalhaes, n°® 442, Itaigara). Antes da aquisi¢cdo das imagens, esta clinica
possui como rotina submeter os pacientes a anamnese simplificada e dirigida para a queixa
principal, exame clinico e palpacdo bilateral das ATMs (ANEXO 1).

Os exames por RM foram procedidos em aparelho da marca General Electric
Medical System (Milwaukee, WI, E.U.A.), modelo Signa Orizon, de 1,5T. Os exames de
TC foram realizados em tomdgrafo de alta resolucdo, marca General Electric Medical
System (Milwaukee, WI, E.U.A.), modelo CT Sinergy Helicoidal. Os critérios para a
obtencdo das imagens foram os mesmos para todos os pacientes do grupo teste e seguiram
o protocolo utilizado pela clinica para exames de RM e TC das ATMs. As imagens foram
interpretadas por dois radiologistas experientes, sendo consideradas desde alteragcdes
degenerativas iniciais (ostedfito e erosdo cortical sem perda importante de substincia) a
condicdes degenerativas avancadas (osteocondrite dissecante e necrose avascular).

Os 102 individuos do grupo controle foram selecionados na cidade de Salvador
(BA) e apresentaram sexo, idade, raca e condi¢do social similares aos pacientes do grupo
teste.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da FOP/UNICAMP
(protocolo n°® 096/2005) (ANEXO 2) e todos os voluntdrios assinaram termo de

consentimento livre e esclarecido para participagdo em pesquisa.

14
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4.2 Aplicacao de questionario

Um questiondrio elaborado pelos pesquisadores (APENDICE 1) foi aplicado a
todos os pacientes do grupo teste, por meio de entrevista, com o objetivo de obter
informacdes sobre a presenga de fatores locais e/ou sistémicos envolvidos com as DTMs.

Nos individuos do grupo controle foi aplicado questiondrio similar (APENDICE 2).
4.3 Obtencao do DNA

O DNA dos individuos de ambos os grupos foi extraido a partir de células
epiteliais da mucosa bucal. As células foram obtidas por meio de bochecho com glicose a
3% (2 min). A solucdo foi centrifugada por 10 min a 2000 rpm, o sobrenadante descartado
e as células ressuspendidas em 500 puL de tampao de extracao (10 mM Tris-HCI (pH 7,8), 5
mM EDTA, 0,5% SDS) (Aidar, 2005).

As amostras foram incubadas overnight (ON) com 100 ng/ml de proteinase
K (Sigma Chemical Co, St. Louis, MO, USA) a 37°C. O DNA foi extraido pela adicdo de
500 pL. de solu¢do de extracdo (acetato de amonio 10M e EDTA 1mM), seguida de
centrifugacdo a 14000 rpm por 10 minutos. Posteriormente, o DNA foi precipitado pela
adicao de 540uL de isopropanol, seguido de centrifugacdo (5 min a 14000 rpm) e posterior
adicado de 1,0 mL de etanol 70%, seguida de centrifugacdo (5 min a 14000 rpm).
Finalmente, o0 DNA cromossomico foi ressuspendido em 100 pL de solug¢do tampdo TE

(10nM tris-Cl, ImM EDTA ph8,0) (Aidar, 2005).
4.4 Analise dos polimorfismos genéticos

Com o auxilio de um termociclador convencional (GeneAmp ®PCR System
9600), a técnica de PCR (reacdo em cadeia da polimerase) foi utilizada para a amplificagao
de fragmentos especificos dos genes estudados. Em seguida, para a identificacdo dos
polimorfismos de nucleotideo tnico foi utilizada a técnica de RFLP (polimorfismo de
comprimento do fragmento de restri¢do), na qual os fragmentos amplificados foram
submetidos a digestdo por enzimas de restricdo para a identificacdo dos alelos. Para o
polimorfismo IL-1RN VNTR, a técnica de RFLP nao foi aplicada, pois o produto da PCR
permitiu a identificacdo dos 5 possiveis alelos que apresentam tamanhos diferentes de

acordo com o niimero de repeti¢cdes do fragmento de 86pb.
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Finalmente, o produto total da PCR/RFLP foi misturado a 3 puL. de tampao de
amostra e submetido a eletroforese em géis verticais de poliacrilamida a 10 % sob corrente
elétrica de 25 mA para a separacdo dos fragmentos de DNA de diferentes tamanhos.
Posteriormente, os géis foram corados por sais de prata (Sanguinetti er al., 1994),
possibilitando a visualizagdo e interpretacdo dos resultados mediante comparagdo com
padrdao de massa molecular (¢X-174-RF DNA Haelll digest, Amersham Pharmacia Biotech,
Uppsala, Sweden).

Todas as reagdes de PCR foram realizadas com um volume total de 50 pL,
contendo aproximadamente 500 ng de DNA gendmico, 1 UM de cada primer, 200 uM de
dNTPs e 2 unidades (U) de Tag DNA polymerase. Os primers, condi¢des de amplificagao

e restricdo dos polimorfismos estudados estdo descritos a seguir.
4.4.1 Analise do polimorfismo IL-1A (-889C/T)

Foram utilizados os seguintes primers:

5’- AAGCTTGTTCTACCACCTGAACTAGGC - 3’

5’-TTACATATGAGCCTTCCATG - 3’

As solugdes foram incubadas a 95°C por 3 min, seguido de 35 ciclos de 95°C (1
min), 55°C (1 min) e 72°C (1 min), e extensdo final de 72°C por 5 min. O fragmento
amplificado apresentava 99 pb.

Ap06s a reagdo de PCR, 12 puL do produto amplificado foram digeridos por 0,2
UL da enzima Ncol (10 U/UL — Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden) a 37°C
ON para detec¢ao do alelo C (16 pb + 83 pb) e do alelo T (99 pb) (Figura 1). Este protocolo

¢ uma modificacio da técnica descrita por Kornman et al. (1997).
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oX C/T C/C C/T C/ICC/T C/C T/T
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Figura 1 - Gel de poliacrilamida a 10% corado por sais de prata,
evidenciando resultado da RFLP (enzima Nco I) do polimorfismo IL-1A (-
889C/T). C/T, pacientes heterozigotos; C/C, pacientes homozigotos para o
alelo C; T/T, pacientes homozigotos para o alelo T; ¢X, padrdo de massa
molecular.

4.4.2 Analise do polimorfismo IL-1B (-511C/T)

Foram utilizados os seguintes primers:

5’- TGGCATTGATCTGGTTCATC - 3’

5’- GTTTAGGAATCTTCCCACTT - 3’

As solugdes foram incubadas a 95°C por 4 min, seguido de 35 ciclos de 95°C (1
min), 56°C (1 min) e 72°C (1 min), e extensdo final de 72°C por 5 min. O fragmento
amplificado apresentava 304 pb.

Ap06s a reacdao de PCR, 12 puL do produto amplificado foram digeridos por 0,2
UL da enzima Ava 1 (10 U/uL — Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden) a 37°C
ON para a deteccdo do alelo C (114 pb + 190 pb) e do alelo T (304 pb) (Figura 2). Este

protocolo é uma modificacdo da técnica descrita por Kornman et al. (1997).

C/C T/T C/T CIT CIT ¢X

q

304 pb— 3 H i E =
—
190 pb .‘

114pb__w el e el —

Figura 2 - Gel de poliacrilamida a 10% corado por sais de
prata, evidenciando resultado da RFLP (enzima Ava I) do
polimorfismo IL-1B (-511C/T). C/T, pacientes heterozigotos;
C/C, paciente homozigoto para o alelo C; T/T, paciente
homozigoto para o alelo T; ¢X, padrao de massa molecular.
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4.4.3 Analise do polimorfismo IL-1B (+3953C/T)

Foram utilizados os seguintes primers:

5'- CTCAGGTGTCCTCGAAGAAATCAAA - 3'

5'- GCTTTTTTGCTGTGAGTCCCG - 3’

As solugdes foram incubadas a 95°C por 4 min, seguido de 35 ciclos de 95°C
(1 min), 67,5°C (1 min) e 72°C (1 min), e extensdo final de 72°C por 5 min. O fragmento
amplificado apresentou 194 pb.

Ap6s a reacdo de PCR, 12 pL do produto amplificado foram digeridos por 0,2
UL da enzima Tag I (10 U/uL — Promega, Madison, WI, USA) a 65°C ON para a detec¢ao
do alelo C (85 pb + 97 pb + 12 pb) e do alelo T (182 pb +12 pb) (Figura 3). Este protocolo

¢ uma modificagcdo da técnica descrita por Kornman et al. (1997).

0X_C/C_C/T T/T

e

M L

—— 85 pb

[
Figura 3 - Gel de poliacrilamida a 10% corado
por sais de prata, evidenciando resultado da
RFLP (enzima Taq 1) do polimorfismo IL-1B
(+3953C/T). C/T, paciente heterozigoto; C/C,
paciente homozigoto para o alelo C; T/T,

paciente homozigoto para o alelo T; 0X, padrao
de massa molecular.

4.4.4 Analise do polimorfismo IL-1RN VNTR (intron 2)
Foram utilizados os seguintes primers:
5’-CTCAGCAACACTCCTAT-3
5’-TCCTGGTCTGCAGGTAA-3’
As solugdes foram incubadas a 96°C por 1 min, seguido de 35 ciclos de 94°C (1

min), 60°C (1 min) e 70°C (1 min), e extensdo final de 70°C por 3 min e 55°C por 3 min. A
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andlise desse polimorfismo ndo foi realizada por enzima de restricdo, pois o proprio
produto da amplificacdo permitiu a identificacio dos alelos: alelo 1 (412 pb — 4 repeti¢cdes),
alelo 2 (240 pb — 2 repeticdes), alelo 3 (326 pb — 3 repeti¢des), alelo 4 (498 pb — 5
repeticoes) e alelo 5 (584 pb — 6 repeti¢des) (Figura 4). Este protocolo € uma modifica¢io

da técnica descrita por Kornman et al. (1997).

22 12 11 Ul ¢X

412pb_ o b g

240 pb

Figura 4 - Gel de poliacrilamida a 10% corado por
prata, evidenciando produto da PCR do
polimorfismo IL-1IRN VNTR (intron 2). 1/2,
paciente heterozigoto; 2/2, paciente homozigoto
para o alelo 2; 1/1, pacientes homozigotos para o
alelo 1; ¢X, padrdao de massa molecular.

4.4.5 Analise do polimorfismo IL-6 (-174G/C)

Foram utilizados os seguintes primers:

5’-TTGTCAAGACATGCCAAGTGCT-3’

5’-GCCTCAGAGACATCTCCAGTCC-3’

As solugdes foram incubadas a 95°C por 5 min, seguido de 35 ciclos de 95°C (1
min), 55°C (1 min) e 72°C (1 min), e por uma extensdo final de 72°C por 7 min. O
fragmento amplificado apresentava 299 pb.

Ap6s a reacdo de PCR, 12 pL do produto amplificado foram digeridos por 0,2
UL da enzima Hla 11 (10 U/uL — Q-biogene, Inc. Carlsbad, CA, USA) a 37°C ON para
detecgdo do alelo G (227 pb + 59 pb + 13 pb) e do alelo C (118 pb + 109 pb +59 pb + 13

pb) (Figura 5). Esta técnica foi baseada em protocolo descrito por Olomolaiye et al. (1998).
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G/C G/IC G/IG X

227 pb___ ’ g
i
l ' — —

Figura 5 - Gel de poliacrilamida a 10% corado por
sais de prata, evidenciando resultado da RFLP
(enzima Hla III) do polimorfismo IL-6 (-174G/C).
G/C, pacientes heterozigotos; G/G, paciente
homozigoto para o alelo G; ¢X, padrido de peso
molecular. Os fragmentos menores de DNA n@o sdo
observados, pois saem do gel.

4.4.6 Analise do polimorfismo TNF-A (-308G/A)

Foram utilizados os seguintes primers:

5" AGGCAATAGGTTTTGAGGGCCAT 3’

3’ TCCTCCCTGCTCCGATTCCG 5’

As solugdes foram incubadas a 94°C por 4 min, seguido de 35 ciclos de 94°C
(1 min), 60°C (1 min) e 72°C (1 min), e por uma extensdo final de 72°C por 7 min. O
fragmento amplificado apresentava 107 pb.

Ap6s a reagao de PCR, 12 pLL do produto amplificado foram digeridos por 0, 2
UL da enzima Ncol (10 U/UL — Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden) a 37°C
ON para a deteccdo do alelo G (87 pb + 20 pb) e do alelo A (107 bp) (Figura 6). Este

protocolo é uma modificacio da técnica descrita por Kornman et al. (1997).
G/A G/G G/G ¢oX

=]
—
—
107 pb __|
87 pb— e Wl D

Figura 6 - Gel de poliacrilamida a 10% corado por sais de prata,
evidenciando resultado da RFLP (enzima Nco 1) do polimorfismo
TNF-A (-308G/A). G/A, paciente heterozigoto; G/G, pacientes

homozigotos para o alelo G; ¢X, padrao de massa molecular.
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4.5 Andlise estatistica

O equilibrio de Hardy-Weinberg de cada polimorfismo estudado foi
calculado, tanto para o grupo teste como para o grupo controle, com auxilio do programa
Arlequin ver. 3.01 (Excoffier et al., 2005). O equilibrio de Hardy-Weinberg determina a
distribuicdo de gendtipos homozigotos e heterozigotos de um polimorfismo em uma
determinada populagdo.

Como os genes da IL-1 se encontram préximos no mesmo cromossomo, foi
calculado o desequilibrio de ligacdo entre os polimorfismos para saber se estes estavam
ocorrendo aleatoriamente ou em combinacdo. O desequilibrio de ligacdo presente entre os
loci polimérficos IL-1A (-889C/T), IL-1B (+3953C/T) e IL-IRN VNTR (intron 2)
justificou a andlise simultdnea dos mesmos sob a forma de haplétipos. O célculo do
desequilibrio de ligacao e a determinacdo dos haplétipos foram realizados com auxilio do
programa Arlequin ver.3.01 (Excoffier et al., 2005).

Todas as andlises comparativas entre grupos teste e controle (dados do
questiondrio, freqiiéncias dos alelos, gendtipos e haplotipos) foram realizadas com auxilio
do teste qui-quadrado (5%). O método de Mantel-Haenszel foi utilizado para o célculo de
odds ratio (OR) com intervalo de confianga (IC) a 95% para estimar o risco de cada fator
avaliado na ocorréncia da doenga. As andlises estatisticas foram realizadas com auxilio do

programa Epi Info, ver. 6.04 (Dean et al., 1990).
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5. RESULTADOS

5.1 Caracteristicas clinicas e fatores associados a doenca

A média de idade apresentada pelos individuos do grupo teste foi 40,28 anos
(15 — 76 anos), sendo que dos 92 pacientes estudados, 15 (16,30%) eram do género

masculino e 77 (83,69%) do género feminino.

A avaliacdo das caracteristicas clinicas revelou que a dor articular (associada ou
nao a outros sintomas, como dor muscular e/ou ruidos articulares) foi a queixa principal nos
pacientes do grupo teste, acometendo 70 (76,08%) pacientes. Esses dados estio

apresentados na figura 7.

Apenas ruidos
articulares
15 (16,30%)

Dor muscular

7 (7,6%) Dor articular

70 (76,08%)

M Dor articular O Dor muscular B Apenas ruidos articualre

Figura 7 - Distribui¢do das caracteristicas clinicas observadas entre os pacientes do grupo teste (n=92).

A duragdo dos sintomas variou muito entre os individuos do grupo teste, com
média de 66,38 meses (variando de 7 dias a 420 meses). Treze (14,13%) pacientes
apresentaram duracdo dos sintomas inferior a seis meses, enquanto que em 79 (85,86%)
pacientes os sintomas tiveram duragdo superior a este periodo, caracterizando um processo

cronico.

A tabela 1 apresenta a comparacdo das respostas do questiondrio entre os
grupos analisados. Estresse e/ou ansiedade (p=0,001), uso freqiiente de ansioliticos ou
antidepressivos (p=0,000), héabitos parafuncionais (p=0,000), histérico de trauma facial
(p=0,005), queixas constantes de dores em outras articulagdes (p=0,000), presenca de

alteracoes sistémicas (p=0,000) e histérico de familiares com DTM (p=0,000) mostraram-
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se estatisticamente mais freqiientes nos pacientes do grupo teste, aumentando o risco de

desenvolvimento de DTM. A condi¢do da denti¢do (p=0,292) e o historico de tratamento

ortoddntico prévio (p=0,521) ndo demonstraram diferenga estatistica significativa entre os

grupos estudados.

Tabela 1 - Resultados das andlises comparativas dos dados do questiondrio aplicado aos individuos dos grupos teste
(n=92) e controle (n=102).

Grupo teste

Grupo controle

1 2

Dado analisado n=92 (%) n =102 (%) P OR (IC 95%)
Sﬁﬂiﬁgﬁ:ﬂsse estressados oo (64.13)  n=42 (41.17) 1021 0,001 2,55 (1,43-4,56)*
Uso freqiiente de medicaciao
Habitos parafuncionais n=70 (76,08) n=39 (38,23) 29,56 0.000 5,14 (2,75-9,59)*
Historico de trauma na face ¢ 1739) ;2549 782 0,005 4,08 (1,43-11,65)*
ﬁfﬁﬁﬁﬁﬁif;ﬁ?ﬁ?ﬁf“w n=19 (20,65%) n=25 (24,5) 041 0521 0,80 (0.41-1,58)
Denticao
Deliltig’do completa ) n=45 (48,91) n=63 (61,76) 1,0 (ref)
Edéntulo total com protese n=3 (3,26) n=5 (4,9) 3,73 0,292 1,19(0,27-5,24)
Edeéntulo parcial com protese  n=14 (1521) n=10 (9,8) 0,51 (0,21-1,25)
Edéntulo parcial sem protese =31 (33,69) n=27 (26,47) 0,62 (0,33-1,18)
gzgle;‘;gztsa“tes emoutras - 34(36.95)  n=15(14,70) 12,69 0,000 3,40 (1,70-6,80)*
Presenca de alteracoes n=19 (20,65) n=4 (3,92)
sistémicas n=9osteoporose n=3 osteoporose

n=4 diabetes n=1 diabetes

n=3 psoriase

n=1 artrite 12,96 0,000 6,38 (2,08-19,54)*

reumatoide
n=1 febre
reumatica

n=1 hanseniase

Familiares com historicode ,_4; 4456)  n=21(20,58) 12,79 0,000 3,10 (1,65-5,83)%

DTM

* Dados significativos
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5.2 Analise dos polimorfismos nos genes da IL-1

O polimorfismo IL-1RN (intron 2) nd@o alcancou o equilibrio de Hardy-
Weinberg em ambos os grupos devido a um menor nimero de genétipos heterozigotos
observado do que o esperado (p<0,05). Em decorréncia do excesso de gendtipos
heterozigotos (p<0,05) no grupo controle, 0 mesmo equilibrio também ndo foi alcangado
pelas freqiiéncias alélicas do polimorfismo IL-1B (+3953C/T) apenas neste grupo. As
demais freqiiéncias alélicas observadas em cada locus polimérfico se mostraram em

equilibrio de Hardy-Weinberg (p>0,05).

O polimorfismo IL-1RN (intron 2) apresenta cinco possiveis alelos, sendo Al e
A2 os mais freqiientes. O grupo teste apresentou 3 pacientes portadores do genétipo A1/A3
e 4 pacientes portadores do genétipo A1/A4. No grupo controle ndo foi detectado o alelo 3,
entretanto, 4 individuos apresentaram o genétipo Al1/A4, 1 individuo demonstrou o
genotipo A4/A4 e o gendtipo A2/AS foi detectado em 3 voluntdrios. Estes gen6tipos menos

freqiientes foram agrupados como genétipos raros (Tabela 2).

A presenca do genétipo C/T do polimorfismo IL-1A (-889C/T) aumentou em
aproximadamente 2 vezes o risco em desenvolver DTM (OR: 1,87). Considerando o
polimorfismo IL-1B (+3953C/T), o alelo C e gendtipo C/C mostraram maior ocorréncia no
grupo teste (p=0,000), aumentando em 3,24 e 6,35 vezes o risco de desenvolvimento de
DTM, respectivamente. O gendétipo T/T deste polimorfismo ndo foi observado em nenhum
individuo de ambos os grupos. Os demais loci polimérficos da IL-1 apresentaram

distribuicao similar dos alelos e gendtipos entre os grupos analisados (Tabela 2).
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Tabela 2 - Distribuicdo dos alelos e gendtipos dos polimorfismos IL-1A (-889C/T), IL-1B (-511C/T), IL-1B
(+3953C/T) e IL-1RN (intron 2) entre os individuos dos grupos teste (n=92) e controle (n=102).

Polimorfismo S:;lg (()"75 ; ste 1(1;:;1(1))20 ((37:)))11 trole ., P OR (IC 95%)
IL-1A (-889C/T)

Alelo C 129 (70,10) 157 (76,96) 2,34 0,12 0,70 (0,45-1,11)
Alelo T 55 (29,89) 47 (23,03)

Gendtipo C/C 42 (45,65) 61 (59,80) 1,0 (ref)
Gendtipo C/T 45 (48,91) 35 (34,31) 4,34 0,114 1,87 (1,03-3,37)*
Gendtipo T/T 5(5,43) 6 (5,88) 1,21 (0,35-4,23)
IL-1B (-511C/T)

Alelo C 103 (55,97) 108 (52,94) 0,36 0,548

Alelo T 81 (44,02) 96 (47,05)

Gendtipo C/C 26 (28,26) 24 (23,50) 1,0 (ref)
Gendtipo C/T 51 (55,43) 60 (58,82) 0,57 0,752 0,78 (0,40-1,53)
Gendtipo T/T 15 (16,30) 18 (17,64) 0,77 (0,32-1,86)
IL-1B (+3953C/T)

Alelo C 156 (84,78) 129 (63,23) 23,03 0,000 3,24 (1,98-5,30)*
AleloT 28 (15,21) 75 (36,76)

Gendtipo C/C 64 (69,56) 27 (26,47) 6,35 (3,40-11,86)*
Gendtipo C/T 28 (30,43) 75 (73,52) 36,07 0,000 1,0 (ref)
Genotipo T/T - -

IL-1RN (intron 2)

Alelo 1 156 (84,78) 174 (85,29)

Alelo 2 21(11,41) 21 (10,29) 011 0738

Alelos raros 7 (3,80) 9(4,41)

Gendtipo 1/1 71 (77,17) 78 (76,47) 1,0 (ref)
Gendtipo 1/2 7 (7,60) 14 (13,72) 50 0.171 0,55 (0,21-1,44)
Gendtipo 2/2 7 (7,60) 2 (1,96) ’ 3,85 (0,77-19,12)
Genotipos raros 7 (7,60) 8 (7,84) 0,96 (0,33-2,79)

* Dados significativos

Os loci polimérficos IL-1B (+3953C/T), IL-1A (-889C/T) e IL-1RN (intron 2)

se mostraram em desequilibrio de ligacdo nos grupos estudados (p<0,05). Este fato

justificou a andlise simultdnea dos mesmos sob a forma de haplétipos. O programa

Arlequin ver.3.01 (Excoffier et al., 2005) forneceu a existéncia de 13 haplétipos (dados ndo

apresentados) na populacdo estudada, porém apenas 5 deles se mostraram frequentes em

ambos os grupos. A distribuicdo dos 5 haplétipos mais freqiientes apresentou diferenca

estatistica significativa entre os grupos teste e controle. Individuos portadores do haplétipo
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TC1 se mostraram significativamente menos propensos para desenvolver DTM (OR: 0,11)

(Tabela 3).

Tabela 3 - Distribuicdo das freqiiéncias haplotipicas dos polimorfismos IL-1B (+3953C/T), IL-1A (-889C/T) e IL-1RN

(intron 2) entre os grupos teste (n=92) e controle (n=102).

Haploétipos Grupo Teste Grupo Controle

(ILI-)1B+I:)3953/ IL-1A-889 / IL-1RN) n=1§)4(%) n=2($4(%) P OR@ICIS%)
CC1 103 (55,97) 90 (44,11) 1,0 (ref)

TC1 5(2,71) 38 (18,62) 0,11 (0,04-0,30)*
TTI1 21 (11,41)  32(15,68) 31,78 0,000 ¢ 57 (0,31-1,06)
CcC2 17 (9,23) 17 (8,33) 0,87 (0,42-1,81)
CT1 27 (14,67) 14 (6,86) 1,69 (0,83-3,41)
Haplétipos raros 11 (5,97) 13 (6,37) 0,74 (0,32-1,73)

* Dado significativo

5.3 Analise dos polimorfismos IL-6 (-174G/C) e TNF-A (-308G/A)

As freqiiéncias alélicas dos polimorfismos IL-6 (-174G/C) e TNF-A (-308G/A)

mostraram-se em equilibrio de Hardy-Weinberg nos grupos estudados (p>0,05).

Considerando o polimorfismo IL-6 (-174G/C), individuos portadores do alelo C
e do gendtipo C/G apresentaram, respectivamente, um risco 1,60 e 1,98 vezes maior em
desenvolver DTM. As freqii€ncias alélica e genotipica do polimorfismo TNF-A (-308G/A)
ndo apresentaram diferencas estatisticas significativas quando os dois grupos foram

comparados (Tabela 4).
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Tabela 4 - Distribuicdo dos alelos e gendtipos dos polimorfismos IL-6 (-174G/C) e TNF-A (-308G/A) entre os

individuos dos grupos teste (n=92) e controle (n=102).

Polimorfismo S:;lg (()"75 ; ste 1(1;:11 5)20 ((;7::)11 trole . P OR (IC 95%)
IL-6 (-174G/C)

Alelo C 54 (29,34) 42 (20,58) 3,99 0,045 1,60(1,01-2,55)%
Alelo G 130 (70,65) 162 (79,41)

Gendtipo C/C 8 (8,69) 7 (6,86) 1,66 (0,56-4,91)
Gendtipo C/G 38 (41,30) 28 (27,45) 498 0,083 1,98 (1,07-3,66)*
Gendtipo G/G 46 (50) 67 (65,68) 1,0 (ref)

TNF-A (-308G/A)

Alelo A 25 (13,58) 19 (9,31) 1,76 0,185

Alelo G 159 (86,41) 185 (90,68)

Gendtipo A/A 3(3,26) 1(0,98) 3,60 (0,37-35,38)
Gendtipo G/A 19 (20,65) 17 (16,66) 1,87 0,391 1,34 (0,65-2,78)
Gendtipo G/G 70 (76,08) 84 (82,35) 1,0 (ref)

* Dados significativos
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6. DISCUSSAO

Dos 92 pacientes com imagens de alteragdes degenerativas da ATM, 15
(16,30%) eram do género masculino e 77 (83,69%) do género feminino, apresentando
média de idade de 40,28 anos (15-76 anos). Esses dados corroboram estudos
epidemioldgicos (Carlsson, 1999; Johansson et al., 2003; Magnusson et al., 2005
Casanova-Rosado et al., 2006) que demonstraram maior prevaléncia de DTMs
(principalmente associadas a sintomas dolorosos) em mulheres. Este fendmeno ainda ndo
apresenta uma explicacdo definitiva, entretanto, sugere-se que hormonios sexuais devem
estar envolvidos, como o estrogeno em atuacdo com os receptores de estrégeno-a e - (Era
e ERp) (Yamada et al., 2003; Flake et al., 2005). Polimorfismos genéticos no Era foram
associados a maior percepcao de dor em mulheres com OA e desarranjo interno da ATM,
entretanto, ndo se sabe de que maneira estes polimorfismos podem influenciar o efeito do

estrégeno na percepcao da dor em DTMs (Ribeiro, 2005; Kang et al., 2007).

No presente estudo, a dor articular foi a queixa principal de 70 (76,08%)
pacientes do grupo teste, confirmando a relagdo entre alteracdes degenerativas da ATM e
sintomatologia dolorosa da regido (Bertram et al., 2001; Emshoff et al., 2002; Kurita et al.,
2004). Entretanto, a presenca de 15 (16,30%) pacientes com alteracdes degenerativas que
se queixaram apenas de ruidos articulares sugere que, em alguns individuos, os tecidos
articulares devem sofrer um processo de adaptacio sem desencadear uma percepgao
dolorosa. Os fatores responsaveis pelas diferentes respostas interindividuais as alteracdes
na ATM ainda ndo estdo completamente esclarecidos, podendo ter uma natureza local,

psicoldgica ou sist€émica, bem como uma pré-disposi¢do genética.

A aplicacio do questionario em individuos dos grupos teste e controle
demonstrou que fatores como estresse e ansiedade (p=0,001), presenca de habitos
parafuncionais (p=0,000) e histérico de trauma na face (p=0,005) devem contribuir para o
desenvolvimento de DTMs. Tais fatores foram considerados de risco para o
desenvolvimento de sinais e sintomas de DTMs por estudos anteriores (Huang et al., 2002;
Johansson et al., 2003; Martinez-Blanco et al. 2004; Mohlin et al.,2004; Magnusson et

al.,2005; Casanova-Rosado et al., 2006). A aplicacdo de questiondrios fornece dados de
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natureza subjetiva, logo, os resultados observados devem ser interpretados com precaucao.
Desta forma, as associacdes estatisticamente significativas aqui apresentadas ndo provam

uma relagdo de causa-efeito entre os fatores identificados e o desenvolvimento de DTMs.

O impacto de fatores oclusais sobre o desenvolvimento de DTMs ainda ndo esta
bem estabelecido. Em revisdo de literatura realizada por Mohlin et al. (2007), associa¢io
significante entre tais fatores e DTMs foi demonstrada por alguns estudos, entretanto, a
maioria dos artigos analisados ndo apresentou associacdo significante ou clinicamente
relevante. Sugere-se que o sistema mastigatério apresenta uma grande capacidade de
adaptacgdo, portanto, individuos que sofrem perda de dentes podem apresentar uma fungao
mastigatéria aceitdvel sem aumento da ocorréncia de sinais e sintomas de DTMs
(Casanova-Rosado et al., 2006). A condi¢do da denticdo (perda de dentes e uso de prétese)
ndo apresentou diferenca estatistica significativa (p=0,292) entre os grupos analisados.
Entretanto, os resultados aqui apresentados ndo permitem uma conclusio sobre a influéncia
de fatores oclusais nas DTMs, jd que ndo foi realizada uma avaliacdo clinica dos

voluntérios para registro de interferéncias oclusais e maloclusao.

A experiéncia prévia de tratamento ortoddntico ndo apresentou diferenca
estatistica significativa (p=0,521) entre os grupos estudados. A influéncia de tratamento
ortodontico sobre o desenvolvimento de DTMs € um assunto controverso, entretanto,
estudos longitudinais recentes afirmam que este tipo de tratamento ndao aumenta ou reduz o
risco de desenvolvimento de DTMs (Mohlin et al., 2004; Egermark et al, 2005;
Magnusson et al., 2005).

A presenca de dores constantes em outras articulagdes (p=0,000), o histérico de
alteracoes sistémicas (p=0,000) e o histérico familiar de DTM (p=0,000) se mostraram
mais freqiientes nos pacientes do grupo teste do que nos individuos do grupo controle. Em
estudos prospectivos, observou-se que a dor em outras partes do corpo é um fator de risco
para o desenvolvimento de DTM de natureza dolorosa em mulheres na idade adulta (John
et al., 2003) e na adolescéncia (LeResche et al., 2007). A partir da aplicacdo de 5.696
questiondrios, Sipild et al. (2006) observaram que mais da metade dos individuos com dor

facial apresentaram em comorbidade dores em outras regides do corpo. Esses dados podem
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N

sugerir a existéncia para determinados individuos de uma pré-disposicdo a dor
musculoesqueletal em diversas regides do corpo, incluindo a regido orofacial. Esta pré-

disposicdo pode estar baseada em fatores genéticos (LeResche et al., 2007).

Dezenove (20,65%) pacientes do grupo teste relataram histérico de alteragdes
sist€émicas, incluindo osteoporose (9 pacientes), diabetes (4 pacientes), psoriase (3
pacientes), artrite reumatdide (1 paciente), febre reumadtica (1 paciente) e hanseniase (1
paciente). Esses achados estdo de acordo com estudos que sugerem uma possivel
associacdo de condi¢des sist€émicas, como osteoporose (Gruber & Gregg, 2003), diabetes
(Collin et al., 2000), artrite reumatdide (Helenius et al., 2005) e atrite psoridtica (Dervis &
Dervis, 2005), com sinais e sintomas de DTM. Johansson et al. (2006), através da aplicacio
de questionarios em 12.468 individuos, observaram maior prevaléncia de sinais e sintomas
de DTM em voluntdrios que relataram ter saide geral debilitada. Adicionalmente, foi
constatado que tratamentos para alteracOes sist€émicas, como a terapia com drogas anti-
TNF-o para a artrite reumatdide, resultam também em melhoras na sintomatologia dolorosa
da ATM, além de outras articulacdes (Moen et al., 2005). Esses achados reforcam a idéia
de que alteracbes na ATM podem apresentar patofiosologia comum a desordens
musculoesqueletais generalizadas e de que a resposta imunoldgica do paciente parece ter

um papel relevante neste processo.

Os resultados desta pesquisa reforcam a natureza multifatorial das DTMs,
entretanto, embora ndo apresentem a contribui¢do relativa dos fatores em cada paciente.
Casanova-Rosado et al. (2006) propdem que no modelo etiolégico multifatorial proposto
para as DTMs as varidveis interagem entre si e, portanto, ndo devem ser estudadas de uma
maneira independente. Posteriormente, os dados apresentados pelo presente estudo deverdo
ser estudados em andlises multivariadas para demonstrar de forma apropriada a associacio

entre os diversos fatores envolvidos na doenca.

Considerando-se que mesmo apresentando fatores locais, alguns individuos
podem ndo desenvolver sinais e sintomas de DTM, a resposta tecidual deve desempenhar
papel fundamental no estabelecimento da doenga (Stegenga et al., 1991). Neste contexto,

torna-se relevante a investigacao de uma pré-disposi¢ao genética. Recentemente, em estudo
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prospectivo com 170 mulheres, polimorfismos no gene da catecol-O-metiltransferase
(COMT), enzima cuja atividade inflencia de forma substancial a sensibilidade a dor, foram
associados a dor miofascial relacionada a DTM (Diatchenko et al., 2005). Acredita-se que
haplétipos especificos destes polimorfismos alteram a estrutura secunddria do RNAm,
influenciando a tradugdo protéica e, desta foma, também a atividade enzimatica (Nackley et
al., 2006). Estes resultados apresentam importantes contribuicdes na tentativa de
determinar uma influéncia genética sobre o desenvolvimento de DTMs, porém nao

apresentaram a influéncia de outros possiveis fatores no estabelecimento da doenga.

O presente estudo parece ser o primeiro a analisar a ocorréncia de
polimorfismos nos genes da IL-1, IL-6 e TNF-a em pacientes portadores de DTMs.
Portanto, nao foi possivel uma comparacdo direta dos resultados aqui apresentados com

estudos prévios.

O alelo T do polimorfismo IL-1A (-889C/T) foi previamente associado ao
aumento da transcri¢do génica e dos niveis plasmaticos de IL-1a (Dominici et al., 2002) e
de IL-1 (Hulkkonen et al., 2000), bem como, a suscetibilidade de atrite idiopdtica juvenil
na populacido norueguesa (McDowell ef al., 1995), artrite psoridtica na populacdo inglesa
(Ravidran et al., 2004) e doenca periodontal cronica na populagdo brasileira (Moreira et al.,
2007) . Esses dados estao de acordo com o resultado do presente estudo de que a presenca
do genétipo C/T aumentou cerca de 1,87 vezes (OR: 1,87) o risco de desenvolvimento de
DTM em comparacdo ao gendtipo C/C, sugerindo o potencial do alelo T em predispor a
doenga. Este alelo se mostrou mais freqiiente no grupo teste do que no controle (29,89% vs
23,03%), apesar da auséncia de diferenca significativa entre os grupos. Como o gendtipo
T/T mostrou uma baixa freqii€éncia na populacdo (5 e 6 individuos no grupo teste e controle,
respectivamente), uma amostra com maior numero de individuos possivelmente

evidenciaria o real risco deste alelo a doenga.

O polimorfismo IL-1B (+3953C/T) apresentou freqiiéncias alélica (p=0,000) e
genotipica (p=0,000) significativamente diferentes entre os grupos analisados. O alelo C
mostrou-se significativamente mais freqiliente no grupo teste do que no controle (84,78% vs

63,23%), o mesmo ocorrendo com o genétipo C/C (69,56% vs 26,47%). O alelo e gendtipo
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referidos apresentaram aproximadamente 3,24 e 6,35 vezes maior risco de desenvolvimento
de DTM, respectivamente. Em resultados semelhantes, o alelo T apresentou efeito protetor
para o lupus eritematoso sist€émico na populacdo colombiana e foi associado a uma
producdo diminuida de IL-1§ por mondcitos (Camargo et al., 2004). Entretanto, esses
resultados divergem da maioria da literatura que associa o alelo T a niveis elevados de IL-
15 (Pociot et al., 1992) e a suscetibilidade para doencas reumdticas, como a artrite

reumatoide (Buchs et al., 2001).

As freqiiéncias alélicas e genotipicas do IL-1B (-511C/T) e IL-IRN
apresentaram distribui¢do similar entre os grupos analisados. Anteriormente, foi relatada
auséncia de associagdo dos referidos polimorfismos com artrite reumatdide e lupus
eritematoso sistémico na popula¢do colombiana (Camargo et al., 2004), gota na populagao
chinesa (Chen et al., 2005) e artrite reumatdide nas populacdes indiana (Grover et al.,

2006), francesa (Buchs et al., 2001) e italiana (Tolusso et al., 2006).

Em doencgas multifatoriais, considera-se que a andlise de haplétipos fornega um
risco estimado superior em relacdo a andlise dos alelos de forma independente (Mittal et al.,
2007). No presente estudo observou-se desequilibrio de ligacao entre os loci IL-1B(+3953),
IL-1A(-889) e IL-1RN, sugerindo uma associa¢do ndo aleatdria dos alelos nas populagdes
estudadas e justificando sua andlise simultanea sob a forma de hapldtipos. A distribui¢do
das freqiiéncias haplotipicas se mostrou diferente entre os grupos analisados (p=0,000). A
combinacdo TC1 dos respectivos loci polimérficos mostrou-se como um fator protetor no
desenvolvimento de DTM, aumentando a protecdo em 0,11 vezes em relagdo ao haplétipo

CCl1, mais freqiiente nos grupos teste (55,97%) e controle (44,11%).

Estudos demonstram que polimorfismos da IL-1 atuam em cooperagdo para
influenciar os niveis plasmadticos desta citocina. Hurme & Santtila (1998) observaram que
em individuos saudaveis, o alelo 2 (IL-1RN intron 2) estava associado a elevados niveis
plasmdticos de IL-Ira na presenca do alelo T (IL1B-511) ou na auséncia do alelo T
(IL1B+3953). Ja em estudo in vitro com leucdcitos mononucleares, o alelo 2 (IL-1RN
intron 2) se relacionou com produgdo elevada de IL-1/5 independente da presenga dos

alelos do IL1B-511 ou IL1B+3953 (Santtila er al., 1998). Os resultados da andlise de
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haplétipos apresentados pelo presente estudo sugerem que a combinagdo dos alelos deve
influenciar o mecanismo da doenga, entretanto, ndo se sabe qual o efeito destes haplétipos
sobre a expressdo génica da IL-1 ou mesmo sobre a producdo da proteina. O mecanismo de

atuacdo destes haplotipos devera ser esclarecido em investigagdes posteriores.

As citocinas pro-inflamatdrias ndo atuam de forma isolada nos tecidos. Além de
interagirem entre si, sua ligacdo com receptores determina a atividade destes mediadores na
progressao ou supressiao de doencas. Existem dois tipos de receptores de superficie celular
da IL-1: o receptor de IL-1 tipo I (IL-1RI) e receptor de IL-1 tipo II (IL-1RII). Apés ligagao
com a IL-1, o primeiro € responsdvel pela inducdo de sinal intracelular, enquanto, o
segundo € inativo. Adicionalmente, a forma solivel do IL-1RII (sIL-1RII) atua
similarmente ao IL-1ra, ligando-se a IL-1 para impedir a ligacdo celular desta citocina
(Mantovani et al., 2001). Em anélise do fluido sinovial, pacientes com DTM apresentaram
niveis elevados de sIL-IRII quando comparados a individuos do grupo controle.
Adicionalmente, niveis de sIL-1RII foram positivamente correlacionados com niveis de IL-
15 e TNF-o (Tominaga et al., 2004; Kaneyama et al., 2005). A andlise destes genes

contribuiria para o melhor entendimento da influéncia dos polimorfismos genéticos da IL-1

sobre o desenvolvimento de DTMs.

No presente estudo, os alelos e gen6tipos do polimorfismo TNF-A (-308G/A) se
distribuiram de forma similar entre os grupos analisados. Estudos caso-controle anteriores
apresentaram distribuicao alélica parecida e também nao encontraram associacdo entre este
polimorfismo e a artrite idiopatica juvenil na populacao francesa (Cimaz et al., 2007), artrite
psoridtica na populacdo canadense (Rahman er al., 2006) e hepatite auto-imune na

populacdo brasileira (Bittencourt et al., 2001) .

A contribui¢do de um utnico polimorfismo num simples locus pode ndo ser tao
grande, portanto, a auséncia de associacdo entre o TNF-A (-308G/A) neste estudo nao
significa que este gene ndo exerca influéncia na doenca. Apesar desta limitacdo, a andlise
de um SNP ndo deve ser descartada, pois 0 mesmo pode fazer parte de um haplétipo com
efeito sobre a expressdo ou funcdo proteica. Essa ligacdo gé€nica pode ocorrer em

determinados individuos e nao em outros. Outros polimorfismos descritos no gene TNF-A
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mostraram-se em desequilibrio de ligacdo com o polimorfismo aqui estudado (Perry et al.,
2001) e parecem estar associados com elevada produg¢dao de TNF-« e doengas, como o
Alzheimer (Perry et al., 2001) e artrite psoriatica (Rahman et al., 2006). Posteriormente, a
andlise de um ndmero maior de SNPs nos genes do TNF-a contribuird para o

esclarecimento da real influéncia destes genes sobre o desenvolvimento e severidade das

DTMs.

Considerando o polimorfismo IL-6 (-174G/C) no presente estudo, o alelo C foi
associado a doenca, apresentando-se significativamente mais freqiiente (p=0,045) no grupo
teste do que no controle (29,34% vs 20,58%) e aumentando em 1,60 vezes o risco da doenca.
Individuos portadores do genétipo C/G apresentaram um risco 1,98 vezes maior em
desenvolver DTM do que os portadores do genétipo G/G. A auséncia de associagdo do
gendtipo C/C no presente estudo se deve, possivelmente, a baixa freqiiéncia deste na
populacdo estudada: 8,69% no grupo teste e 6,86% no grupo controle. Apesar de
estatisticamente significante, ndo houve uma diferenca alélica acentuada entre os dois
grupos, o que torna questiondvel a importancia clinica destes achados. Em estudos caso-
controle na populacdo brasileira, o genétipo C/C e alelo C foram associados com abortos
espontaneos recorrentes (von Linsingen et al., 2005), bem como, com a suscetibilidade em
desenvolver leishmaniose mucosa (Castellucci et al., 2006). Os autores sugerem que tais
associacdes estdo relacionadas a menor producao de IL-6, decorrente da presenca do alelo C.
A presencga deste originaria sitios potenciais de ligacdo para fatores de transcri¢do que agem

como repressores da expressao génica.

Terry et al. (2000) compararam a influéncia do polimorfismo IL-6 (-174G/C),
atuando individualmente e em combinacdo com outros 3 polimorfismos na regido
promotora (-596G/A, -572G/C e -373A ,T,), sobre a transcri¢do em dois tipos celulares:
Hela (células tipo epitelial) e ECV304 (células tipo endotelial). Observou-se que a
regulacdo da transcri¢do génica da IL-6 € especifica para o tipo celular e este fato deve ser
considerado no estudo genético de diferentes patologias. Diferencas na transcricao da IL-6

resultaram de diferentes haplétipos e ndo do efeito individual do polimorfismo IL-6 (-
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174G/C), sugerindo que polimorfismos em [loci distintos atuam de forma interdependente

por meio de interacdes complexas.

O polimorfismo IL-1RN (intron 2) nd@o alcancou o equilibrio de Hardy-
Weinberg em ambos os grupos, o mesmo ocorrendo com o polimorfismo IL-1B
(+3953C/T) no grupo controle. O equilibrio de Hardy-Weinberg determina a distribui¢do de
genotipos homozigotos e heterozigotos em uma determinada populag¢do, podendo nio ser
alcancado se a amostra do estudo foi uma representacdo inadequada da populacdo ou se
fatores como mutagdes, selecio natural e a migracdo de individuos estdo alterando a
composi¢ao genética da populagdo (Nussbaum et al., 2002). Como as freqiiéncias alélicas
dos demais loci analisados mostraram-se em equilibrio de Hardy-Weinberg, a primeira
hipétese foi excluida. A auséncia de equilibrio nos polimorfismos IL-1RN e IL-1B
(+3953C/T) deve ser decorrente da baixa freqiiéncia do gendtipo A2/A2 e auséncia do
genotipo T/T, respectivamente, na populacdo estudada. Tais freqiiéncias estdo de acordo
com estudos anteriores na popula¢do americana (Stern et al., 2003), chinesa (Chen et al.,

2005) e brasileira (Guimaraes et al., 2007).

Estudos que visam identificar marcadores genéticos da suscetibilidade de
doencas complexas envolvem limitagcdes como a heterogeneidade clinica e as diferentes
freqiiéncias alélicas entre as diferentes etnias, proporcionando a associagdo de um
determinado SNP em uma populacido e ndo em outra. Tais limitacdes devem também ser
consideradas no presente estudo, como os diferentes periodos de duracdo da doenca
apresentados pelos pacientes do grupo teste e a auséncia de exames de imagem da ATM
nos individuos do grupo controle. Futuramente, a andlise destes polimorfismos em
individuos com diferentes subtipos de DTM estabelecerd a influéncia genética sobre a
severidade da doencga, enquanto que sua investigacdo em diferentes populagdes validard os

resultados aqui apresentados.

Adicionalmente, em amostras do fluido e tecidos sinoviais de ATM com
desarranjo interno foi detectada expressdo aumentada de outros mediadores inflamatdrios,
como a cicloxigenase-2 (Quinn et al., 2000), e fatores angiogé€nicos, como o fator de

crescimento endotelial vascular (VEGF), angiogenina (Ang) e fator de crescimento
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fibroblastico (FGF) (Matsumoto et al., 2006). Baixas concentracdes do fator inibidor de
osteoclastogénese/osteoprogesterina (OCIF/OPG) foram ainda detectadas no fluido sinovial
de pacientes com altera¢des dsseas no condilo, sugerindo a participacdo deste mediador na
inducdo de OA (Kaneyama et al., 2003). Desta forma, dependendo do tipo de DTM, outros
genes podem ter uma maior influéncia no desenvolvimento e/ou severidade da doenca e

deverdo ser investigados em pesquisas futuras.

Sintomas de DTMs sdo comuns tanto na infancia como na fase adulta, havendo
uma flutuacdo substancial dos mesmos durante os anos. Entretanto, a progressdo para
quadros severos de dor e disfun¢do parece ser um evento raro (Magnusson et al., 2005).
‘Porque a dor se torna cronica em apenas alguns individuos?’ ainda € uma questdo que
permanece sem resposta. A identificacio de fatores genéticos, ambientais e
comportamentais fornecerd um maior conhecimento sobre os mecanismos envolvidos no
desenvolvimento de alteracdes articulares e no desencadeamento das respostas dolorosas.
Desta forma, poderdo ser estabelecidas bases cientificas que proporcionem em vez de
tratamentos paliativos, terapias teciduais capazes de reverter o processo patoldgico. Neste
contexto, investigacoes genéticas poderdo identificar individuos com alto risco as

desordens severas, possibilitando terapias individualizadas e um melhor prognéstico.
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7. CONCLUSAO

A partir dos resultados aqui apresentados e discutidos, concluiu-se que:

* Polimorfismos nos genes da IL-1 se mostraram associados ao
desenvolvimento de DTM na populagdo estudada. polimorfismo IL-6 (-174G/C) se mostrou
associado ao desenvolvimento de DTM na populaciao estudada.O polimorfismo TNF-A (-
308G/A) ndo se mostrou associado ao desenvolvimento de DTM na populacdo estudada.
Fatores locais, psicoldgicos e sist€émicos devem atuar em conjunto para o desenvolvimento

de desordens temporomandibulares.
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Apéndice

APENDICE 1

Paciente N°: Data da coleta:
Nome:

Sexo:_ Data de nascimento: Profissao:

End. Tel:

Raca (cor de pele, morfologia do nariz, cabelo): Pais ou avds negros?

Branco [ ] Mestico [ ] Negro ]

Historia clinica

Queixa principal:

Considera-se tenso ou estressado: Sim Nio
Toma remédio para dormir? Sim Nio
Progressdo da doenca: Subito Progressivo Duracédo dos sintomas:

Fator desencadeador da dor :

Ocorreu crise aguda de dor? Quanto tempo?

Sente dor na face? Sim ___ Nao__ / Unilateral Bilateral

Sente dor na ATM? Sim______ Nao_ / Unilateral Bilateral
Ouve ruidos na ATM? Sim______ Nio_ Estalo ou crepitagdo ? Quando?

Tem dificuldade para abrir a boca? Sim______ Nio

Luxacdo ou travamento?
Hébito parafuncional? Sim Nao__

bruxismo apertamento______ onicofagia____ morder ldbios e/ou objetos_____
E respirador bucal ? Sim Nao__

Fez tratamento ortoddntico? Sim Nao Por quanto tempo?

Sofreu traumatismo craniofacial? Sim Nio
Auséncia dentaria? Sim Nio
E portador de prétese? Sim Nao / Fixa Removivel Total Implantes

H4 quanto tempo utiliza prétese?

Histéria Médica

Sente dores em outras articula¢des do corpo com freqiiéncia? Sim Nao

Apresenta algum problema de satide? Sim Nio / Diabetes ______ Osteoporose
Hipertensao Doencga reumatica Doenca cardiovascular.

Histéria familiar de DTM? Sim Nao Qual o parentesco?

Usa medicamentos atualmente?  Sim, Nio Qual?

54



Apéndice

APENDICE 2

Paciente N°: Data da coleta:
Nome:

Sexo:_ Data de nascimento: Profissao:

End. Tel:

Raca (cor de pele, morfologia do nariz, cabelo): Pais ou avds negros?

Brancd ] Mestico[ ] Negro[ ]

Vocé tem tido dor em sua face, mandibula, t€mpora, na frente do ouvido ou no ouvido nos ultimos dias?
Sim( ) Nao( )

Vocé percebe sua mandibula travar ou dificuldade em abri-la a ponto de ndo conseguir abri-la totalmente?
Sim( ) Nao( ) Essalimitacdo de abertura é severa ao ponto de atrapalhar sua habilidade em comer?

Sua mandibula faz um click ou pula quando vocé abre ou fecha suaboca? Sim( ) Nao( )
Vocé percebe barulho de chiado, rangido ou esmirilhamento nas suas articulagcdes quando fecha sua
mandibula ou quando mastiga? Sim( ) Nao ( )
Nos ultimos 6 meses vocé teve problemas com dores de cabeca ou enxaqueca? Sim () Nao ( )
Considera-se tenso ou estressado: Sim Nio
Toma remédio para dormir? Sim _____ Nio
Histéria de depressdo? Sim____ Nio
Habito parafuncional? Sim Nio__
bruxismo apertamento______ onicofagia_____ morder ldbios e/ou objetos_____
E respirador bucal ? Sim Nao

Fez tratamento ortoddntico? Sim Nio Por quanto tempo?

Sofreu traumatismo craniofacial? Sim Nio
Auséncia dentdria? Sim Nio
E portador de prétese? Sim Nao / Fixa Removivel Total Implantes

Ha quanto tempo utiliza prétese?

Historia Médica

Sente dores em outras articula¢des do corpo com freqiiéncia? Sim Nao

Apresenta algum problema de satide? Sim Nao / Diabetes ______ Osteoporose
Hipertensao Doenga reumética Doenga cardiovascular

Histéria familiar de DTM? Sim Nao Qual o parentesco?

Usa medicamentos atualmente?  Sim Nio Qual?
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Anexo

ANEXO 1

Exame anamnésico dirigido a doenga

Paciente: Sexo: __ Idade: anos
1. Histéria da doenca atual:

2.  Em caso de sintomatologia dolorosa, indicar a localizagdo:
____articulacdo
direita esquerda ambas
____ouvido(s) correspondente
____ cabeca (lado correspondente)
frontal parietal occipital
____ cervical (pescogo)
____ face (lado correspondente)
____dentes (lado correspondente)

3. Referenciar fator desencadeante da dor:

4. A dor interfere nas atividades diarias?

Sim Nio
5. Qual o nivel de severidade da dor, numa escala de 1 a 10?
Lado direito Lado esquerdo
6. Ocorrem estalidos articulares?
Nao Sim Lado direito Lado esquerdo
7. No movimento de abertura e fechamento, observa-se:
Limitagao

Desvio a direita com correcao da trajetdria ao final do movimento

Desvio a direita sem correcdo da trajetdria ao final do movimento

Desvio a esquerda com correcdo da trajetéria ao final do movimento

Desvio a esquerda sem correcdo da trajetéria ao final do movimento
8. Condicdo Bucal:

8.1. Histdria de bruxismo/ apertamento ~Sim ____ Nao

8.2. Denti¢do completa ~Sim ____ Nao

8.3. Edéntulo com prétese ___ Superior ____ Inferior

8.4. Portador de prétese fixa ~Sim ____ Nao

8.5. Experimentou tratamento ortodontico ~Sim ____ Nao
9. Angulo condilar horizontal: Direito Esquerdo
10. Abertura: Observada clinicamente Estabelecida no exame
Observagoes:
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