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Resumo

Desordem Temporomandibular (DTM) € um termo utilizado para determinar as
condicdes de patologias clinicas que envolvem os musculos mastigatérios e
articulagcbes temporomandibulares (ATM). Ocorre freqlentemente entre as
mulheres em idade fértil, aumentando a prevaléncia ap6s a puberdade e
diminuindo na pdés-menopausa, 0 que sugere uma correlagdo com os horménios
reprodutivos, principalmente o estrégeno. O objetivo deste trabalho foi
correlacionar a frequéncia de dois polimorfismos do gene receptor o de estrégeno
(Pvu Il no intron 1 e Xba | no intron 1), com a presenca de sinais e percepgao de
dor relacionados aos desarranjos interno da articulacdo temporomandibular
(DI/ATM) em mulheres da regidao de Piracicaba, Brasil. Para tanto foram
analisados os polimorfismos genéticos em 300 pacientes do sexo feminino com
idade variando entre 18-45 anos, divididos em trés grupos segundo analise feita
através do exame RDC/TMD: grupo controle composto por 100 voluntarias que
nao apresentavam DTM; grupo experimental 1, composto por 100 voluntarias
portadoras de DI/ATM e presenca de dor; grupo experimental 2, composto por 100
voluntarias portadoras de DI/ATM e com auséncia de dor. A obtengdo do acido
desoxirribunucleico (DNA) das voluntarias foi feita através de células epiteliais da
mucosa bucal obtidas por bocheco de glicose 2% , e posteriormente foi
amplificado pela reacdo de PCR (polimerase chain reaction). Para a identificagdo
dos alelos foi realizada a técnica de RFLP (restriction fragment length

polymorphism), na qual os fragmentos amplificados foram submetidos a digestao



por enzimas de restricdo. Finalmente, o produto do RFLP foi submetido a
eletroforese em géis de poliacrilamida a 10%, que posteriormente foram corados
pela técnica da prata. Foram utilizados primers para determinar as condicées de
amplificacdo e restricdo dos polimorfismos genéticos que foram estudados. A
andlise estatistica foi realizada utilizando o teste /* (significancia de 5%), e o teste
de Odds Ratio (OR) foi usado para avaliar o risco das pacientes apresentarem dor.
Nao houve diferenga estatistica significante na distribuicdo dos alelos do
polimorfismo Xbal (A-357G) e Pvull (T-391C). No entanto houve diferenca
significativa para o sitio polimérfico (A-357G) quanto a distribuicdo genotipica entre
as voluntéarias portadoras de DI/ATM com dor e o grupo controle (p=0,03). O teste
OR (P<0,05) demonstrou que o genétipo GG (Xba | no intron 1) aumenta a
sucetibilidade de mulheres portadoras de DI/ATM apresentarem dor (Odds Ratio
(OR) = 2,55). As evidéncias observadas no experimento sugerem que 0
polimorfismo no receptor de estrogeno o (A-8357G) esta associado com a
percepcao da dor de ATM em mulheres da regido de Piracicaba portadoras de
DI/ATM. Entretanto ndo foi conclusivo quanto a maior prevaléncia de DI/ATM na

populagao feminina.



Abstract

Temporomandibular disorders are common pain conditions that have the highest
prevalence among women of reproductive age. The pattern of onset after puberty
and lowered prevalence rates in the postmenopausal years suggest that female
reproductive hormones may play an etiologic role in temporomandibular disorder
OBJECTIVES: The purpose of the present study was to analyze the association
between two polymorphisms (Pvu Il in intron 1 and Xba | in intron 1) and signal and
symptoms of internal disarrangements of Temporomandibular Joint (IDTMJ) in
Brazilian women. MATERIAL AND METHODS: Tree hundred women volunteers,
18-45 years old, not taking contraceptive, was selectioned throughout Research
Diagnostic Criteria for Temporomandibular Disorders (RDC/TMD) and divided in:.
Control group: 100 women without signal and symptoms related to IDTMJ; Test
Group 1 - 100 women with symptoms but without pain related to IDTMJ and Test
Group 2 - 100 women with symptoms and pain related to IDTMJ. Genomic DNA
from buccal mucosa was amplified by the polymerase chain reaction (PCR),
followed by restriction fragment length polymorphism (RFLP) and submitted to
polyacrylamide gel electrophoresis to distinguish the alleles. Differences in the
allele and genotype frequencies between control and test groups were assessed
by chi (2) test (P<0.05). And the risk of pain in women was assessed by Odds
Ratio test (p<0.05). RESULTS: No statistically significant differences were found in
the allele distribution. Nevertheless, Xbal polymorphic site was significantly
different to genotype distribution between TMD with pain and control group

(p=0.03). The GG genotype seemed to increase susceptibility to have pain in



women (odds ratio (OR) =2.55). CONCLUSION: This study suggests that GG
presence in the estrogen receptor a (A-357G) polymorphism is associated with
pain in Brazilian women with ID/TMJ and was not conclusive with the higher

prevalence of this disease in Brazilian women.



| - INTRODUCAO

As Desordens Temporomandibulares (DTM) caracterizam-se por um
conjunto de sinais e sintomas associados a anormalidades do Sistema
estomatognatico, afetando a Articulagdes Temporomandibulares (ATM) e/ou os
musculos mastigatorios, assim como os tecidos contiguos (Aufdemorte et al;1986;
Dao et al ,1998).

Os dois achados clinicos mais comuns na maioria das DTM sao a disfuncéo
e a dor, constituindo-se esta na principal razdo da maioria da populagao procurar
os cuidados de um profissional. A percepcao de dor, que geralmente é mais uma
consequéncia da DTM do que sua causa pode ser definida como uma experiéncia
sensorial desagradavel, associada ou ndo por um dano real dos tecidos. (Mersky,
1986).

A percepcao da dor ligada a DTM é 1,5 a 2 vezes mais prevalente em
individuos do sexo feminino do que no sexo masculino, onde as mulheres em
idade fértil apresentam maior percepcao a dor do que aquelas em idade pés
menopausa (Fricton & Schiffman, 1987; Dworkin & Leshere, 1990).

Ao longo da vida, as parafuncdes iniciam alteracées adaptativas e, por fim,
degenerativas nas ATMs. Sob certas condicbes de trauma, os defeitos
morfoldgicos dentarios e estas alteragdes podem atravessar o limiar de um estado
assintomatico para o sintomatico. Em alguns individuos a DTM assume tal
gravidade que causa limitacbes funcionais gerando incapacidade tanto para o
trabalho quanto para o convivio social. Embora muitas pesquisas sobre DTM

tenham sido feitas nas ultimas décadas, o dimorfismo na percepcdo da dor



presente entre homens e mulheres, assim como a patofisiologia relacionada a
DTM continuam desconhecidos (Sarlani et al, 2003). A severidade dos sintomas e
progressdo da doencga varia muito para cada individuo, sugerindo que fatores
intrinsecos ao paciente tais como aprendizado anterior, hormdnios reprodutivos,
composicao genética individual e estado psicoldgico, possam ter um papel
importante no processo.

Embora estudos da anatomia, eletrofisiologia e farmacologia tenham
contribuido sensivelmente para a compreensao de como a dor é codificada e
processada nos seres humanos, estas pesquisas pouco acrescentaram para o
desenvolvimento de uma terapéutica definitiva para esta sintomatologia. Como
consequéncia, existe uma tendéncia para identificar novas descobertas no
processamento da dor com a finalidade de desenvolver componentes terapéuticos
mais eficazes. Este esforco tem sido beneficiado pela revolucdo da Biologia
Molecular, que possibilitou investigar a influéncia genética e fisiolégica no
processamento da dor (Mogil e McCarson, 2000).

Muitas vezes os estudos de ligacdo para mapeamento de um gene séo
feitos em relacdo a uma seqiéncia de DNA conhecida que pode ser facilmente
identificada. Tais seqUéncias sao designadas marcadores e, dada sua
abundancia, desde a descoberta dos loci (posicao definida em um determinado
cromossomo) marcadores, o0 mapa do genoma humano teve um incremento
significativo. Marcadores genéticos sao pequenas variagbes normais na
sequiéncia de nucleotideos (unidade das moléculas de DNA e RNA, composto de

uma molécula de acgucar, um grupo fosfato e uma base nitrogenada), chamada



polimorfismos, espalhadas em centenas de milhares de posicdes no genoma
(conjunto completo de cromossomos hapléides). Muitas dessas modificacées nao
prejudicam qualquer fungao vital e nao apresentam efeito no fenétipo [Fendtipo =
constituicdo genética de um individuo, mais especificamente, os alelos presentes
em um Jlocus génico (Gendtipo)+ Fatores ambientais].

O presente estudo optou por estudar o polimorfismo do receptor a de
estrogeno, por ser este um importante mediador no caminho de transdugcao dos
estimulos da dor e por estar expresso em uma ampla variedade de tipos de
células, incluindo os condrécitos articulares e células do tecido 6sseo (Ushiyama
et al, 1999). O ERa estad localizado no cromossomo 6g25, e pode apresentar
inUmeras variagdes na seqiéncia do DNA, que resultam em alteragdo na estrutura
desta proteina (Bergink et al, 2003) e em sua atividade fisiolégica. Estas
alteragdes poderiam conduzir a modificagdes significativas do efeito do estrogeno
na percepgao da dor relacionada aos desarranjos internos das ATMs, com alta

prevaléncia nos individuos do sexo feminino.

A inexisténcia de publicagdes que correlacionem estas alteragoes
genéticas e a presengca de dor nos desarranjos internos das ATM motivou a
investigacao dos polimorfismos genéticos do ERa, nas posicées Pvu Il no intron
1 T-397C, e Xba | no intron 1 A-351G respectivamente, porque ambos apresentam
correlacdo comprovada com a artrite reumatéide (Ongphiphahahkal et al, 1998;
Bergin et al, 2003) e com a alteragdo das dimensdes esqueletais em mulheres

portadoras de osteoartrite nas ATMs (Lee et al,2005).



A descoberta de que algum polimorfismo genético, determinante no
desencadeamento dos sinais e sintomas da DTM, seria de grande valia no meio
odontolodgico, pois determinaria um tratamento mais especifico, oferecendo ao

paciente melhor qualidade de vida.



Il - Revisao de Literatura

As desordens temporomandibulares (DTM) compreendem um conjunto de
condicdes que se expressam principalmente através da percepcao de dor difusa
nas articulagcbes temporomandibulares, musculos mastigatérios e areas
adjacentes da face e pesco¢o, que se caracterizam como principal causa de
procura por cuidados do cirurgido dentista (Aufdemorte et al, 1986; Dao et al
,1998).

A DTM afeta aproximadamente 7 a 15% da populacdo adulta norte
americana (Fricton & Schiffman, 1987) e atinge 1,5 a 2 vezes mais as mulheres do
que os homens, sendo que 80% dos casos tratados sdo mulheres (Dworkin & Le
Shere, 1990 ).

A correlacdo entre diferenciacdo sexual, influéncia dos horménios
reprodutivos na percepcdo da dor e a prevaléncia de DTM séo confirmadas
através dos estudos que observam a baixa prevaléncia desse sintoma
correlacionando a DTM (2 a 4%) em adolescentes e pré-adolescentes e da
pequena diferenciacdo das caracteristicas desta desordem entre criangas de
ambos 0s sexos (Goulet et al, 1995). Esta evidéncia também é confirmada pela
alta taxa de prevaléncia em mulheres adultas em relagdo aos homens, e pela
menor prevaléncia nas mulheres em periodo pos-menopausa do que nas
mulheres em idade fértil (Vliagoftis et al, 1992).

Quando se trata de definir dor, € quase impossivel dizer o que ela realmente
é (Douglas CR, 2000). Segundo Mersky (1986), a dor pode ser definida como uma

experiéncia sensorial e emocional desagradavel, associada ou nao a dano real ou



potencial nos tecidos, podendo ser descrita tanto em termo desses danos, quanto
por ambas as caracteristicas. Isto em funcdo de que a percepgcao da dor é
codificada nos seres humanos através de uma composicdo genética individual,
hormdnios reprodutivos, aprendizado anterior, estado psicoldgico, estado de
humor, fatores ambientais e convivio social (Turk 2002; Craft et al, 2004).

Considerando a forte correlagdo entre a percepc¢ao da dor proveniente da
DTM e sexo feminino (Edwards et al, 2005), e que os horménios gonodais agem
em muitas areas do cérebro ligadas a dor desde o inicio de seu desenvolvimento e
no transcorrer da vida (Pilgrim & Hutchinson 1994) os horménios estrogénicos e
androgénicos tém sido estudados com intuito de avaliar a sua influéncia na
percepc¢ao da dor (McEwen et al, 1991, Fillingim et al 2001, Craft 2004).

Segundo Vanderhorst et al (2005), a agcdo modulatéria do estrégeno no
Sistema Nervoso Central (SNC) através de neurdnios sensiveis ao estrdgeno
permanece desconhecida. Os autores comprovaram, através de testes
imunohistoquimicos em ratos, a correlagdo existente entre o0s neurbnios
imunoreativos (ER-IR) aos receptores alfa e beta de estrogenos, os sistemas
monoaminérgico e colinérgico, e as projecdes espinais. Concluiram que ha similar
distribuicao dos ER-IR entre machos e fémeas, e que a possivel acdo modulatéria
destes € explicada através de sua distribuicdo no SNC, e através das agdes
especificas desse horménio. Estas incluem o comportamento sexual, a
ejaculacdo, o controle cardiovascular e respiratério, o processamento sensorial

tatil nociceptivo e antinociceptivo, e a regulagao enddcrina.

10



Os efeitos do estrégeno no cérebro sdao mediados por dois receptores
nucleares conhecidos: receptores de estrogeno (ER) a e B. Estes horménios
pertecem a superfamilia dos esteroidais. O ER-z esta relacionado com o
comportamento reprodutor feminino e modula, além da atividade locomotora, o
comportamento maternal e agressivo. O ER-P também afeta o comportamento
reprodutor e social, porém numa escala menor (Vanderhorst et al, 2005). Nas
células de expressao dos ER, sua ligacao ao receptor intracelular resulta de uma
complexa atividade entre o receptor ligante e os outros co-fatores da célula. Este
complexo pode se ligar diretamente com um elemento resposta-estrogeno
localizado em um gene promotor especifico, com o efeito de alterar a transcricao
do gene. O efeito gendbmico do estrogeno, agindo através do ER nuclear, pode ser
contrastado com o mecanismo ndao gendmico e mais rapido do estrégeno, que
provavelmente envolve a membrana dos ER, e que ndo é um fator de transcri¢cao
(McEwen & Alves 1999; Falkenstein et al, 2002).

O ERa é encontrado em varias partes do cérebro associados com o sistema
reprodutivo. Porém areas do cérebro nao ligadas tradicionalmente com o sistema
reprodutivo também apresentam grande quantidade de ER amRNA, como as
regides do olfato, do cerebelo, da area postrema, da substancia gelatinosa e do
cortex espinal (Simerly et al,1998; Belcher, 1999; Chakraborty & Gore ,2004). O
estrégeno pode agir no cérebro em diversos tecidos alvos, e exercer uma larga
escala de acéo, o que pode ser explicado pela vasta distribuicado dos ER no SNC.

O estrégeno, por exemplo, desempenha papel na neuroprotegdo, na atividade

11



locomotora, no humor, na memoaria, na cognicao e na sensibilidade a dor (Aloisi &
Cecarelli, 2000, McEwen & Alves SE,1999).

Os horménios esteroidais entram na célula, ocupam o receptor e, em
combinagdo com o mesmo interagem com moléculas de DNA, no nucleo da célula
para gerar uma resposta funcional. Nessa situacdo as moléculas de DNA agem
como segundos-mensageiros e a informacado essencial para desencadear uma
resposta reside no hormdnio e no receptor acoplado. A ocupagado pelo hormonio
de um numero relativamente pequeno de receptores provoca a inativagdo dos
receptores adjacentes ndao ocupados por esse horménio. Porém, a ocupacao de
apenas 5 a 10% do total de moléculas receptoras disponiveis € suficiente para a
acao maxima do hormoénio. Portanto, nesses casos, o declinio da afinidade do
receptor pelo horménio ndo afeta quantitativamente a acdo hormonal, mas pode
reduzir a duracao do efeito do hormdnio ou proteger a célula de excesso subito e
macico de hormdnio (Berne & Levy, 1998).

E importante relatar que existem diferencas fundamentais entre a resposta
cerebral a estimulos dolorosos entre homens e mulheres. Geralmente os homens
demonstram grande ativacdo das areas cognitivas, area simpatica central e de
inibicdo da regiao limbica, enquanto que as mulheres apresentam grande ativagéao
da regidao afetiva e regides autonémicas (Naliboff et al, 2003). Variacbes de
experiéncia de dor através de grupos étnicos (Edwards & Fillingim, 1999; Edward
et al, 2001) sugerem a importancia dos fatores genéticos na experiéncia
interindividual da percepcao da dor clinica e experimental. Fillingim et al (2005)

relatam que a resposta a estimulos dolorosos é caracterizada por uma grande

12



variabilidade entre individuos, e que fatores genéticos exercem influéncias nessa
variabilidade.

As moléculas alvo para variagdes genéticas incluem principalmente os
receptores de transducao da dor expressos nos neurbnios aferentes (Caterina et
al, 2000, Mc Kemy et al 2002). Moléculas moduladoras da dor que sao expressas
periférica e centralmente, como por exemplo, os receptores de opidide, (Backer,
1997) podem também causar impacto na sensibilidade a dor.

Os hormbnios gonodais modulam a analgesia opibide, interferindo na
farmacodinamica e/ou farmacocinética da droga opidide. Em relacdo a
famacocinética, testosterona e estradiol, por exemplo, podem alterar a absorcao,
distribuicdo, e metabolismo do opidide, sendo que o ultimo interfere na ativagao e
inativagdo de metabdlitos. Quanto a farmacodindmica, hormdnios gonodais
esteroidais, especialmente o estrogeno, podem modular os niveis de peptideos
opidides mRNA no cérebro, densidade de receptor opidide, e transducao do sinal
mediado pelo receptor opidide. O estrégeno também pode atenuar os efeitos
enddgenos e exdgenos do opidide, ligando-se diretamente aos seus receptores
(Craft et al, 2004).

A percepcédo da dor parece ser modulada e processada por mecanismos
distintos para cada sexo, que pode ser dissociado genética e neuroquimicamente.
As mulheres sdo mais sensiveis a analgesia gerada pelo k-opidide, por exemplo

(Craft et al, 2004).

13



Num estudo realizado por Zubieta et al (2002) foi observado que os homens
apresentam grandes magnitudes de liberacdo de opidides enddgenos e ativacao
do sistema p-opidide nas regides do cérebro, implicadas na supressao sensorial e
qualidades afetivas de dor quando comparada as mulheres. Os autores relatam
ser possivel que, nas intensidades de dor observadas, o sistema do receptor
opidide é menos ativo durante a fase folicular do ciclo menstrual na mulher, no
qual o nivel dos hormdnios esteroidais é baixo, o que indica que outro mecanismo
de receptor pode suportar a supressao da dor nas mulheres (ex. k-opidide). No
entanto, pesquisas na literatura tém demonstrado que o receptor p-opidide é
essencial para inducdo das respostas nociceptivas tanto em homens quanto
mulheres. Os resultados implicam que durante a fase folicular, quando os niveis
de esterdides gonodais estao baixos, as mulheres sdo menos capazes de suprimir
a dor profunda pela ativagdo desses mecanismos. Nesta pesquisa houve uma
menor tolerancia das mulheres para desafios prolongados e repetitivos de dor.

Trevisani et al (2004), investigaram o efeito das alteragdes hormonais
decorrentes da gravidez e do antagonista do receptor «k-opidide sobre a
sensibilidade ao teste com formalina na articulacdo temporomandibular de ratas. O
estudo observou que as fémeas prenhas apresentaram uma reducao
estatisticamente significativa da nocicepcao ao teste da formalina na ATM, em
relacdo as fémeas com baixo nivel de estrogeno. O antagonista do receptor «-
opidide, nor-BNI, quando administrado 24 horas antes da formalina, induziu um

aumento dos comportamentos nociceptivos somente nas fémeas prenhas. O
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aumento dos niveis de horménios sexuais decorrente da gravidez induziu uma
reducdo da nocicepgao ao teste de formalina na ATM. A ativacdo de receptores «-
opidide periféricos pela liberacdo de agonistas opidides enddgenos esta envolvida
na analgesia induzida pela gravidez no teste de formalina na ATM.

Uma outra possivel explicagdo para a correlagdo do horménio estrégeno e
presenca algesia nas DTMs € que os desarranjos dos musculos mastigatorios e
das ATMs sdo acompanhados de um processo inflamatério e os esterdides
interagem n&o s6 em inumeros mediadores inflamatérios, como também na
modulagdo da atividade do 6xido nitrico, diretamente sobre as fibras musculares.
Estudos in vitro mostram que o nivel de 17b-estradiol aumenta quando o
tamoxifen (um antagonista dos receptores de estrégeno) inibe a secrecdo de
histamina e serotonina dos mastocito de ratos (Stweart et al, 1992; Thomsen
2002). O estrégeno também age nos processos inflamatérios, reduzindo a
atividade da acetilhidrolase, responsavel pela degradacdo do fator ativador de
plaquetas (FAP) (Stweart et al, 1992; Tarbet et al 1991), aumentando a sua
concentracao sanguinea e nos espacos extracelulares. Este, assim como os
leucocitos eosindfilos, atua no edema, aumentando a permeabilidade vascular e
liberagcdo de histamina presentes na inflamagao (Tchernitchin 1983; Tarbet et al,
1991). A injecdo de estradiol na veia jugular de ratos eleva a degranulacdo
leucocitaria de 10% para 70% em 6 horas e 24 horas respectivamente apos
tratamento (LeResche,1997; Tarbet et al, 1991). Recentes evidéncias demonstram

claramente que o papel do estrégeno na dor e inflamacao é em parte mediada
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pelo Oxido Nitrico (ON), que possui importante papel biolégico, incluindo
vasodilatacao, inflamacao e processamento central da dor (Meller et al, 1994). Se
o estrégeno induz a liberacao de ON, e este se encontra envolvido na inflamacao
e transmissao da dor, € possivel supor que o estrogeno esteja indiretamente
envolvido nos processos desencadeados pela acdo do ON (Nekora-Azak, 2004).
Certamente a percepgao da dor ndo € causada por um fator Unico mais sim
por um conjunto de fatores citado anteriormente, tendo sido comprovado que
fatores psicoldgicos incluindo depressao e ansiedade, alteram a percepgao da dor.
Pacientes com depressdo sdao 3 a 7 vezes mais susceptiveis a desenvolver
sintomas de dor crénica multipla quando comparados com individuos sem
depressdao (Ohayon & Schatzberg, 2003). Assim como outros estudos
demonstram que, a percep¢ao a dor tende a aumentar em individuos com tragos

de ansiedade (Edward et al, 2000).

Poucos estudos identificam a correlagcdo da percepgdo a dor com
caracteristicas genéticas em humanos (Fillingim et al, 2005). Isto também se
verifica quanto a observagao de alteragdes genéticas com relagao a presenca de
sinais e sintomas nas DTM. Lee et al (2005), investigaram a influéncia do
polimorfismo do gene receptor alfa de estrégeno (ERa) sobre o crescimento ésseo
craniofacial em mulheres com osteoartrite sintomatica (OA) na articulacao
temporomandibular (ATM). No estudo, diagnosticaram OA nas ATMs de 76
mulheres através do Critério de Diagnéstico para Desordem Temporomandibular

(RDC-TMD). Nestas foram avaliados os haplétipos dos polimorfismos genéticos
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Pvull e Xbal, presentes no ERa, sugerindo que o mesmo contribui para alterar as

dimensdes esqueletais em mulheres portadoras de osteoartrite nas ATM.

Porém existem alguns estudos (Olesen et al,1993; Millan et al,1994; Bergink
et al,2003) que confirmam que os polimorfismos Xbal e/ou Pvull no receptor alfa
de estrogeno, em pacientes do sexo feminino, predispde estas a osteoartrite, uma
doenca de carater inflamatério que afeta predominantemente as mulheres de
forma semelhante aos padrdes que ocorre com as DTM.

Ongphiphadhanakul et al (1998), estudando o polimorfismo no receptor a
(Pvull) de estrogeno em pacientes sexo feminino com osteoartrite, relatou que
esse polimorfismo estava associado com a densidade mineral do 0sso em
mulheres em idade pré-menopausa e nao diferia entre as pacientes em periodo
pdés menopausa. Relata também que o polimorfismo do gene receptor de
estrégeno pode ter um papel modulatério no metabolismo do célcio e 6sseo

durante a adolescéncia e inicio da idade adulta.

A presenca de um polimorfismo no gene receptor de estrégeno poderia
conduzir a alteracdo da atividade deste hormdnio sobre o limiar de dor,
interagindo, por exemplo, com o sistema opidide e alterando a percepcéao algica.
Isto possibilitaria estabelecer correlagdes entre o dimorfismo sexual e a percepcao
da dor, o que permitiria maior compreensao do fenémeno e conseqlientemente o
estabelecimento de propostas terapéuticas mais especificas para dor crénica

relacionada a DTM.
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Il - PROPOSICAO

O objetivo deste presente estudo foi analisar a correlagcdo entre dois
polimorfismos genéticos ligados ao receptor a do estrogeno (Pvu Il no intron 1 T-
397C, e Xba | no intron 1 A-351G) e a predisposicao de sinais e sintomas dos
desarranjos internos da articulagdo temporomandibular (ATM) (deslocamento de

disco som e sem redugéo e artralgia), em mulheres da regido de Piracicaba.
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IV - MATERIAIS E METODOS
4.1- VOLUNTARIOS

Neste estudo foi realizada a frequiéncia dos polimorfismos genéticos em 300
voluntarias do sexo feminino que se enquadrassem nos seguintes critérios de
inclusdo e exclusao: incluséo - idade variando entre 18 a 45 anos e possuirem no
minimo de 20 dentes tendo obrigatoriamente ter os dentes posteriores para
oferecer o suporte posterior, para o grupo controle deveriam apresentar auséncia
de sinais e sintomas de DTM, para o grupo experimental 1 deveriam apresentar
sinais de desarranjos internos na articulacdo sem presencga de sintomas, para o
grupo experimental 2 as voluntarias deveriam apresentar sinais e sintomas de
desarranjos interno na ATM. As voluntarias que possuiam sintomatologia dolorosa
deveriam apresentar este sintoma por pelo menos 6 meses; exclusgo: fazer uso
de nenhum medicamento anticoncepcional, serem portadoras de doenca de
inflamacao sistémica (dados obtidos através de questionamento direcionado),
doencas neurologias (como por exemplo neuralgia do trigémio), portadoras de
neoplasias, gravidez ou usuarias de entorpecentes. Elas foram divididas em trés
grupos: grupo controle composto por 100 voluntarias que ndo apresentavam sinais
e sintomas de DTM; grupo experimental 1, composto por 100 voluntarias
portadoras de desarranjo interno nas ATMs e com presenca de dor; grupo
experimental 2, composto por 100 voluntarias portadoras de desarranjo interno
nas ATMs e auséncia de dor.

A selegao dos individuos foi realizada através do RDC/TMD composto de

dois axis (axis| = muscular e axis Il articular), sendo utilizado o axis Il (Dworkin &
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LeReshe,1992), contemplando questionario anamnésico e exame clinico com
dados suficientes para diagnosticar a presenca de sinais e sintomas de DTM.

Foi realizado a calibragdo intra examinador, onde o operador realizou o
RDC/TMD em 10% da amostra (30 voluntarias) no inicio da coleta de dados e
repetiu 0 exame nas mesmas voluntarias apdés 1 més para analisar o grau de
concordancia.

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa FOP/Unicamp
(protocolo CEP n°. 137/2004), e as voluntarias que aceitaram participar do estudo
assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

4.2 - OBTENCAO DO DNA

De cada voluntaria dos grupos teste e controle, foram obtidas células
epiteliais da mucosa bucal a partir de um bochecho com solugéo de glicose a 3%.
Dessas células foi extraido o DNA cromossémico, seguindo o protocolo
desenvolvido na Area de Histologia da Faculdade de Odontologia de Piracicaba
(FOP-Unicamp) (Aidar, 2005), conforme o descrito a seqguir:

1. Foi adicionado 1 ml de solucdo de TNE (10mM tris pH8, 150mM NaCL,
2mM EDTA) na saliva coletada. 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 foi adicionado mais 1 ml de TNE para uma segunda lavagem. As
amostras foram centrifugadas a 2000 rpm por 5 minutos e, depois de

transcorrido este tempo, o sobrenadante foi novamente desprezado.
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. Foi adicionado 1,3 ml de solugcédo de extragdo de DNA (10 mM tris pH 8,
0,5% SDS, 5mM EDTA) contendo 10ul de proteinase K (20 mg/ml, solucao
mae) em cada amostra. Em seguida as mesmas foram vortexadas por 5
segundos para desmanchar o pellet e, posteriormente, permaneceram por
12 horas na estufa a 50°C.

. No dia seguinte foram colocados 1,4 ml de cada amostras em tudos de 2
ml. Estes tubos foram completados com 500 pl de solucdo de precipitagdo
de DNA (acetato de aménio 10M, EDTA 1mM) e vortexados por 5s. Depois
de realizados estes procedimentos, os tubos foram levados para centrifuga,
onde permaneceram por 10 minutos a 17000 g, obtendo-se assim um
sobrenadante limpido com a formagao de um pellet no fundo do tubo.

. 1800yl do sobrenadante de cada amostra foi dividido em dois tubos
contendo 900 pl em cada tubo, nos quais foi adicionado 540ul de
isopropanol. Os tubos foram levados a centrifuga novamente por 5 minutos.
Depois de transcorrido este tempo, o sobrenadante foi desprezado e
nestes, foram acrescentados 1,0 ml de etanol 70% e levados a centrifuga
por mais 5 minutos.

. O sobrenadante foi desprezado e os tubos com pellet formado foram
deixados secar por 15 minutos na estufa a 50° C.

. Em cada tubo foi acrescentado 100 ul de TE (10nM tris-Cl, 1imM EDTA
ph8,0) e estas amostras permaneceram 12 horas a temperatura ambiente

para que o pellet fosse dissolvido.
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8. ApOs 24 horas, os dois tubos de cada amostra foram juntados em um anico
tubo e centrifugados na microcentrifuga por 1 minuto. As amostras foram

entdo congeladas.

4.3— AMPLIFICACAO DOS GENES E DIGESTAO ATRAVES DE ENZIMA DE

RESTRICAO

Através de reacdo de PCR (polimerase chain reaction) foi realizado a
amplificacdo de fragmentos especificos do gene ERa com o auxilio de um
termociclador convencional (GeneAmp®PCR System 9600).

Em um tubete de 0,5 ml foram adicionados dinucleotideos livres (dntp),
primer 1 (reward); primer 2 (foward), tampéao (buffer), enzima Tag-DNA polimerase
e amostras de DNA extraido, segundo a metodologia descrita por Aidar (2005).

Foi entdo preparado gel de agarose a 10% onde a amostra foi corrida
através da técnica de eletroforese. Apos esse procedimento o gel foi fixado por 5
minutos (etanol a 10% e &cido acético 0,5%) e corado em solucao de prata por 15
minutos. O gel foi lavado em imersédo de agua destilada, e colocado numa solucéo
reveladora (Hidréxido de Sédio 3%, formaldeido 0,5%) até o aparecimento das
bandas.

Em seguida, foi realizada a técnica de RFLP (restriction fragment length
polymorphism), na qual os fragmentos amplificados foram submetidos a digestao

por enzimas de restricdo (Xbal e Pvull) para a identificagdo dos alelos.
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Finalmente, o produto do RFLP foi submetido a eletroforese em géis de
poliacrilamida a 10% que posteriormente foram corados pela técnica da imersao
em solucao de prata (Sanguinetti et al, 1994) para possibilitar a interpretacao dos
resultados. A localizacdo do polimofismo (figural), tamanho dos cortes de

restricdo (figura 2) , os primers, condicbes de amplificacdo e restricdo do

polimorfismos genéticos que foram estudados estdo descritos abaixo:

Figura 1 - Localizagdo dos polimorfismos Xbal e Pvull no intron 1 do gene receptor alfa de

estrogeno
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Figura 2: Géis de restricdo mostrando os cortes para Pvull e Xbal respectivamente, onde 1
representa o paciente heterozigoto (TC) para os alelos Te C; 2 representa que este paciente é
homozigoto (TT) para o alelo T; 3 representa que este paciente € homozigoto (CC) para o alelo C;
4 representa o paciente heterozigoto (AG) para os alelos A e G; 2 representa que este paciente é
homozigoto (GG) para o alelo G.

1) ERa (T-397C) Primers 5 — GATATCCAGGGTTATGTGGCA - 3’

5 — AGGTGTTGCCTATTATATTAACCTTGA -3
PCR: 35 ciclos de 95°C, 61°C, 72°C 6°C (janela 1 —5°40""; 0;0;0; janela 2 - 1°40"";
1°40°"; 1°407";0; janela 3 -0;0; 7°407";0; janela 4 — 0;0;0;30") 10 uL do produto
foram digeridos com 5U de Pwvu Il por 16 horas (37°C) para detecgédo do alelo C
(104 pb + 242 pb) e do alelo T (346 pb) (Bergink et al. 2003).
12) ERa (A-351G): Primers 5 — GATATCCAGGGTTATGTGGCA -3

5 — AGGTGTTGCCTATTATATTAACCTTGA -3
PCR: 35 ciclos de 95°C, 61°C, 72°C, 6°C (janela 1 —5°40""; 0;0;0; janela 2 - 1°40"";
1°407"; 1°407";0; janela 3 -0;0; 7°407";0; janela 4 — 0;0;0;30") 10 puL do produto
foram digeridos com 5U de Xbal por 16 horas (37°C) para deteccdo do alelo A

(151 pb + 195 pb) e alelo G (346pb) (Bergink et al. 2003).
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4.4 - ANALISE ESTATISTICA

Para o polimorfismo estudado, as freqiiéncias alélicas e genotipicas foram
comparadas entre os dois grupos teste, e entre cada grupo experimental e o
controle com o auxilio do teste de #* (significancia de 5%). E o risco associado
com 0s gendtipos e alelos foi calculado através do teste Odds Ratio (OR) com

95% de intervalo de confidéncia (Cl).
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V - RESULTADOS

Apés a analise dos polimorfismos Xbal e Pvull no Intron 1 no gene receptor
a de estrdégeno, observa-se na Tabela 1 que ndo houve diferenga significativa na
freqUéncia dos gendtipos e dos alelos entre as voluntarias do grupo controle,

grupo experimental 1 (DTM sem dor) e grupo experimental 2 (DTM com dor).

Tabela 1- Freqiiéncia dos genétipos e dos alelos do ERa

Genotipo ERa Alelos ERa
Grupos
Controle DTM DTM/dor Controle DTM DTM/dor
(%) (%) (%)

Pvull TT 15 10 11 T 83 85 78
(T/C) TC 68 75 67 C 85 90 97

CC 17 15 22 p 0.75
P 0.6281
Xba AA 6 6 8 A 89 78 85
(A/G) AG 83 74 68 G 94 94 103

GG 11 20 24
P 0.0615 p 0.75

Na Tabela 2 pode-se observar que houve diferenca significativa entre os
gendtipos para os dois grupos portadores de DTM (com dor e sem dor)
comparados com o grupo controle (p=0,0556). Também houve diferenca
estatistica para o grupo de DTM com dor e o grupo controle (p= 0.0368), porém

nao houve diferenca significativa entre o grupo controle e DTM sem dor (p=0,24).
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Tabela 2- Fregliéncia dos genétipos do ERa. para pacientes dos grupos Controle x DTM*, Controle
X DTM com dor e controle X DTM sem dor, para p<0.05; *DTM (DTM com dor + DTM sem dor).

Genotipos ERa

Grupos
Controle DTM Controle DTM Dor
(%) (%)

Xba AA 6 14 AA 6 8
(AVG)

AG 83 142 AG 83 68

GG 11 44 GG 11 24

p 0.0556 p 0.0368

O teste Odds Rattio (OR) demonstrado na Tabela 3, permite observar que
na presenga do genétipo GG, ocorre aumento de 2,55 vezes na chance da

paciente apresentar algesia nos desarranjos internos articulares das ATMs.

Tabela 3- Risco associado com o genétipo GG do ERa para predisposicao a dor através do teste
Odds Ratio

Controle DTM com Dor p RO IC

(n=100) (n=100)
Xba I(A/G)  AA/AG 89 77 0,025 255 1,753
GG 11 23
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VI- DISCUSSAO

Os resultados demonstraram que o gendtipo homozigoto recessivo GG foi
significantemente mais frequente (p=0,03) nas mulheres com maior percepgao de
dor relacionada aos desarranjos internos da ATM. O teste Odds Rattio permitiu
observar que na presenca desse genoétipo, ocorre aumento de 2,5 vezes na
chance da paciente apresentar algesia nos desarranjos internos articulares da
ATM. Isto comprova que existem fatores genéticos interagindo na experiéncia
interindividual da percepcao da dor e na resposta cerebral a estimulos dolorosos,
como o que foi suposto por Edward e Fillingim (1999); Edward et al (2001);
Naliboff et al (2003) e Fillingim et al (2005)

A atividade do estrogeno € predominantemente intra-nuclear,
necessitando de apenas 5 a 10% dos receptores ativos para desempenhar sua
poténcia maxima hormonal. Como relatado por Zubieta et al 2002, quando o0s
niveis deste hormdnio sao baixos, as mulheres sdo menos capazes de suprimir a
dor profunda pela ativacao do sistema p-opidide. Esse polimorfismo nas pacientes
que possuem maior percepc¢ao da dor (Tabela 2) pode estar favorecendo a
inativagdo de alguns destes receptores para niveis menores que 5%, fazendo com
que o horménio esteroidal ndo tenha sua acao total. Essa menor quantidade de
hormdnio ativo pode estar interagindo nos receptores de transdugcdo da dor
expressos pelos neurdnios aferentes (Caterina et al, 1997,2000). Ou pode estar

interagindo nos receptores opidides, que sao moléculas moduladoras da dor
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expressas periférica e centralmente (Blanck et al 1990; Craft et al 2004; Franco,
2004; Mc Kemy et al, 2002).

Por outro lado, outra hipétese seria considerar que o genétipo GG (Tabela
2) poderia estar ativando os receptores de estrégeno em niveis superiores a 10%
provocando assim uma agdo exacerbada desse hormdnio. Consequentemente,
isto poderia estar aumentando a liberagdo do Oxido Nitrico e de mediadores
inflamatérios, provocando maior resposta inflamatéria e conseqlentemente maior
percepcao de dor, conforme afirmam Tarbet et al (1991); Thomsen et al (1993);
Olesen et al (1993) e Meller & Gelhart (1994).

Nao ha como afirmar de que maneira o polimorfismo no receptor o de
estrégeno poderia estar agindo no efeito fisiologico deste hormbnio, visto que nem
na literatura h4 um consenso sobre a real acao do estrégeno na percepcao da dor.
Alguns trabalhos relatam que, dependendo da fase do ciclo menstrual na mulher,
o estrogeno tem efeito algico (Fricton & Schiffman, 1987; Dworkin & Leshere,
1990). Entretanto, outros autores relatam que o estrdgeno age na analgesia
através da ativacao do sistema opidide (Trevisani et al, 2005; Zubieta et al, 2002).

Na realidade, o efeito do estr6geno na nocicepcao parece estar associado a
sua localizacdo nos neurdnios. Pode-se supor que, o receptor de estrogeno estiver
localizado num neurdnio responsavel pela ativacdo do sistema de inibicdo da dor,
como por exemplo, o sistema opidide, ele ira ativar a modulag&o da dor; porém se
0 mesmo estiver localizado nos neurdnios inibidores da analgesia, sua acao sera

algica. Segundo Vanderhort et al 2005, embora os neur6nios imunoreativos aos
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receptores de estrégenos (ER-z-IR) estejam localizados em diferentes areas do
SNC, vinculadas a outras funcodes fisiolégicas, os mesmos sao encontrados em
grande concentracdo naquelas areas envolvidas no processamento das
informagdes algica e anti-algica viscerais e provenientes da face .

Este estudo comprovou que o estrégeno esté relacionado com a percepgao
da dor crénica nas mulheres, visto que um polimorfismo em seu receptor esteve
significativamente mais presente nas portadoras de dor cronica relacionada a DTM
(Tabela 2), o que reforca a hipétese de que fatores genéticos estao também
relacionados ao processamento da dor crénica nas mulheres com desarranjo
interno da ATM, conforme o suposto por varios autores ( Fillingim et al, 2005; Kim
et al, 2004). Porém resta ainda saber se este polimorfismo atua sobre o receptor
ativando-o ou inativando-o, para que se possa estabelecer o real papel do
estrogeno na percepcao da dor em mulheres com desarranjos internos da
articulacdo temporomandibular.

Pode-se verificar também, através da Tabela 2, mesmo diante de diferenga
estatistica significativa (p=0.05), que esse polimorfismo nao predispde as
mulheres a apresentarem desarranjos internos nas ATMs. Ao verificar a Tabela 1,
o valor de “p” para a correlagao grupo controle X DTM sem dor X DTM com dor foi
igual a 0.06. Ao se relacionar o grupo controle com o grupo DTM* (DTM sem dor
+ DTM com dor), o valor de “p” diminuiu para 0.05; porém esse decréscimo foi
devido ao grupo DTM com dor.

Embora o valor de “p” ndo tenha sido significativo, este se apresentou muito

préximo do valor de significancia (p<0,005). O aumento no nimero das amostras
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poderia conduzir a diminuicdo desse valor ao nivel de significancia.
Biologicamente pode-se relatar que o genodtipo homozigoto GG pode estar
predispondo a maior prevaléncia de Desordem Temporomandibular. Esse
polimorfismo no receptor de estrégeno pode estar associado com um papel
modulatério no metabolismo ésseo durante a adolescéncia e durante a idade de
adulto jovem (Ongphiphadhanakul et al, 1998). Isto possibilitaria a0 aumento da
suscetibilidade ao desenvolvimento do desarranjo interno das ATMs, que somados
a outros fatores predisponentes, como por exemplo, a ma ocluséo, trauma, habitos
parafuncionais entre outros, poderiam levar ao desenvolvimento da doenca.

Deve também ser considerada a interferéncia de outros receptores nos
desarranjos internos da ATMs. Portanto, novos estudos precisam ser
desenvolvidos com esta finalidade, uma vez que os desarranjos internos da ATM
sdo prevalentes e estabelecem consequiéncias clinicas de relevancia a clinica

odontoldgica.

31



VII- CONCLUSAO

Apoés a analise dos resultados pudemos concluir que:
1. Existe correlagéo entre o polimorfismo Xba | e a presenca de percepgao e

dor relacionada aos desarranjos internos da ATM.

2. A presenca do gendtipo GG (Xba | no intron 1) aumenta em 2,5 vezes a

chance de mulheres em idade fértii com desarranjo interno na ATM

apresentarem dor articular.
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Anexo 1

ANALISE ESTATISTICA X?

GENOTIPO

POLIMORFISMO Xba |

DTMX DTM DORX CONTROLE

Resultados

Tabela de Contingéncia = 3 x 3
Qui-Quadrado =  6.756
Graus de liberdade = 4

(p) = 0.1493

DTM + DTM DOR x CONTROLE

Resultados
Tabela de Contingéncia = 2 x 3
Qui-Quadrado = 5.780

Graus de liberdade = 2
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(p) = 0.0556

DTM DOR X CONTROLE
Resultados

Tabela de Contingéncia = 3 x 2
Qui-Quadrado =  6.604
Graus de liberdade = 2

(p) = 0.0368

DTM sem dor X CONTROLE
Resultados

Tabela de Contingéncia = 3 x 2
Qui-Quadrado = 3.129
Graus de liberdade = 2

(p) = 0.2092

POLIMORFISMO Pvull

DTM X DTM DOR X CONTROLE
Resultados

Tabela de Contingéncia = 3 x 3
Qui-Quadrado =  2.593

Graus de liberdade = 4
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(p) = 0.6281

DTM + DTM DOR x CONTROLE

Resultados

Tabela de Contingéncia = 3 x 2
Qui-Quadrado =  1.656
Graus de liberdade = 2

(p) = 0.4368

DTM DOR X CONTROLE
Resultados

Tabela de Contingéncia = 3 x 2
Qui-Quadrado =  1.653
Graus de liberdade = 2

(p) = 0.4375

DTM X CONTROLE

Resultados

Tabela de Contingéncia = 3 x 2
Qui-Quadrado = 1.468
Graus de liberdade = 2

(p) = 0.4801
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ALELOS

POLIMORFISMO Xbal

DTM X DTM DOR X CONTROLE
Resultados

Tabela de Contingéncia = 3 x 2
Qui-Quadrado = 0.550

Graus de liberdade = 2

(p) = 0.7595

DTM X CONTROLE
Resultados
Tabela de Contingéncia = 2 x 2

Qui-Quadrado =  0.549

Graus de liberdade = 1
(p) = 0.4585
Correcéao de Yates = 0.423

(p)= 0.5155
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DTM DOR X CONTROLE
Resultados
Tabela de Contingéncia = 2 x 2

Qui-Quadrado = 0.436

Graus de liberdade = 1

(p) = 0.5091

Correcéo de Yates = 0.309
(p)= 0.5781

POLIMORFISMO Pvull

DTM X DTM DOR X CONTROLE
Resultados

Tabela de Contingéncia = 3 x 2
Qui-Quadrado =  0.927

Graus de liberdade = 2

(p) = 0.6291

DTM X CONTROLE
Resultados

Tabela de Contingéncia = 2 x 2
Qui-Quadrado =  0.549

Graus de liberdade = 1
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(p) = 0.4585
Correcao de Yates = 0.423

(p)= 0.5155

DTM DOR X CONTROLE
Resultados

Tabela de Contingéncia = 2 x 4
Qui-Quadrado = 0.405
Graus de liberdade = 3

(p) = 0.9392
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