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RESUMO

O presente estudo teve como objetivos testar a hipotese nula de que ndo ha
diferenca entre o grupo com Disfuncdo Temporomandibular (DTM) e o grupo
Controle, para as frequéncias genotipicas e de alelos dos SNPs candidatos COMT
Val(158)Met (rs4680); TNFA-308 (rs1800629); 1L6-174 (rs1800795); IL-18-3954
(rs1143634); 1L10-592 (rs1800872); MMP1-1607 (rs1799750) e TLR4-896
(rs4986790); e determinar, nos casos com DTM, a influéncia dos SNPs candidatos
na sensibilidade dolorosa mecanica experimental, na intensidade e no tempo de dor.
As frequéncias genotipicas e de alelos dos sete SNPs candidatos foram comparadas
entre 152 individuos com DTM e 91 controles, por meio da técnica de PCR em
tempo real. A sensibilidade dolorosa mecanica foi avaliada pelo limiar de dor a
palpacdo (LDP) e a intensidade de dor, utilizando-se uma escala analégica visual.
As diferencas entre as frequéncias dos polimorfismos estudados foram avaliadas por
meio do teste qui-quadrado (x°) e os valores de LDP entre os grupos foram
comparados pelo teste t. A andlise de possiveis diferencas entre os subgrupos de
gendtipos, com relac@o aos valores de LDP, EAV e tempo de dor, foi feita pelo teste
estatistico one-way ANOVA, seguido pelo teste de Tukey. A hip6tese nula foi
rejeitada, uma vez que houve diferenca entre as frequéncias genotipicas do SNP
TNFA-308 entre os grupos, estando o polimorfismo TNFA-308 (1800629) associado
as DTMs (p<0,05). Além do TNFA-308, os SNPs COMT Val(158)Met, IL6-174, IL-13-
3954 e TLR4-896 foram capazes de influenciar a sensibilidade dolorosa mecéanica em
individuos doentes (p<0,05). O presente estudo apresenta associacao inédita entre o
polimorfismo TNFA-308 (1800629) e as DTMs. Encorajamos estudos futuros que
elucidem a associacéo entre genotipos pré-inflamatérios e uma menor sensibilidade

dolorosa mecanica.

Palavras-chave: Disfuncdo temporomandibular. Genética. Limiar de dor.






ABSTRACT

Potential influence of genetic variants in temporomandibular disorders

This study aimed at testing the null hypothesis which claims that there is no
difference between the group with temporomandibular joint disorder (TMD) and a
control group regarding the genotypic and allelic frequencies of the candidate SNPs
COMT Val(158)Met (rs4680); TNFA-308 (rs1800629); IL6-174 (rs1800795); IL-18-
3954 (rs1143634); 1L10-592 (rs1800872); MMP1-1607 (rs1799750) and TLR4-896
(rs4986790). Additionally, it aimed at determining candidate SNPs influence on
experimental mechanical pain sensitivity, intensity and duration of pain in the TMD
cases. The genotypic and allelic frequencies of the seven candidate SNPs were
compared among 152 individuals from the group with TMD and 91 individuals from
the control group, by using the real-time PCR technique. Mechanical pain sensitivity
was assessed through pressure pain threshold (PPT) and pain intensity was
assessed using visual analogue scales (VAS). Differences between the frequencies
regarding the studied polymorphisms were assessed through the chi-square test (x%)
while the PPT values were compared through the t-test. Analysis of potential
differences between the genotype subgroups with respect to the PPT, VAS and pain
duration values was performed with ANOVA one-way test, followed by the Tukey’s
test. The null hypothesis was rejected, since there were differences among the
genotypic frequencies of the TNFA-308 SNP between groups. The TNFA-308
(1800629) polymorphism is found to be associated with the TMDs (p<0.05). In addition
to TNFA-308, the SNPs COMT Val(158)Met, IL6-174, IL-13-3954 and TLR4-896 were
capable of influencing mechanical pain sensitivity in individuals with TMD (p<0.05).
This study presents an unprecedented association between the TNFA-308 (1800629)
polymorphism and TMDs. We encourage future researches that enlighten the
association between proinflammatory genotypes and lower mechanical pain

sensitivity.

Keywords: Temporomandibular joint disorder. Genetics. Pain threshold.
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1 INTRODUCAO

A dor representa um dos fatores de maior motivacdo para que as pessoas
busquem aconselhamento e tratamento com profissionais da saude. As desordens
de dor crbnica implicam em bilhdes de délares por ano em despesas de saude e
perda de produtividade (VERHAAK et al., 1998). Admite-se que a dor, quando nao
aliviada, pode causar dificuldades de cicatrizacdo, potencialmente levar a doencas
autoimunes e alteracdes nos sistemas nervoso periférico e central, levando a
sindromes de dor crbnica. Os pacientes relatam, ainda, iniUmeros sintomas
psicossociais como, por exemplo: perda da autoestima, disturbios do sono, perda da
libido, perda de apetite, fadiga e depressdo. Em suma, a dor pode governar a vida
de quem dela sofre (WILLIAMSON, 1996).

Dez por cento dos pacientes que sofrem de dores cronicas apresentam dor
na regido facial (excluindo a dor de cabeca tradicional). Cérie dentaria, doenca
periodontal e patologias neuropaticas sdo consideradas algumas das fontes de
dores orofaciais (HART; PIHLSTROM; TABAK, 2004; TROMBONE et al., 2010).
Entre o0s transtornos que provocam dor orofacial, as disfuncdes
temporomandibulares (DTMs) compdem uma parte significativa do total de casos
(POVEDA RODA et al., 2007). O termo Disfuncdes Temporomandibulares (DTMs)
refere-se ao conjunto de desordens médicas e odontolégicas que afetam a
articulacdo temporomandibular e/ou musculatura mastigatéria, assim como suas
estruturas contiguas (DWORKIN, 1995), e afligem especialmente mulheres entre 20
e 40 anos de idade (CONTI et al., 1996; TUERLINGS; LIMME, 2004; SCHMITTER;
RAMMELSBERG; HASSEL, 2005; ABOU-ATME; ZAWAWI; MELIS, 2006; DODIC et
al., 2006). As DTMs afetam 5-15% da populacdo adulta e também incorrem em
bilhbes de dolares em custos de cuidados com a saude (UNITED STATES
DEPARTMENT OF HEALTH AND HUMAN SERVICES, 1983 apud DIATCHENKO et
al, 2005).

Segundo o importante projeto multicéntrico OPPERA (Orofacial pain:
prospective evaluation and risk assessment), estdo associados as DTMs: os fatores

psicossociais, 0s sintomas de apneia do sono, o historico de trauma, a parafuncéo, a
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maior sensibilidade & dor experimental e a presenca de outras desordens dolorosas
(FILLINGIM et al., 2011a; GREENSPAN et al., 2011; SLADE et al., 2013).

Contudo, a etiopatogenia das DTMs ainda néo foi totalmente compreendida.
Mecanismos como a inflamacéo articular, sensibilizacdo periférica, sensibilizacéao
central, desregulacdo do sistema nervoso autondmico e modulagéo descendente da
dor ineficiente tém sido postulados como fatores de risco importantes para a
manutencdo da doenca (ZUBIETA et al., 2003; KANEYAMA et al., 2005; MERRILL,
2007; FILLINGIM et al., 2011a; FILLINGIM et al., 2011b; MAIXNER et al., 2011)

Em funcdo dos diferentes mecanismos fisiopatolégicos envolvidos e da
natureza multifatorial das DTMs, sugere-se que distintos loci genéticos possam estar
relacionados, cada um contribuindo com pequenos efeitos e interagindo com as
exposicoes ambientais (DIATCHENKO et al., 2006a; SMITH et al., 2011).

Os SNPs (do inglés “single-nucleotide polymorphism”, polimorfismos de
nucleotideo Unico) surgem a partir de mudangcas em nucleotideos Unicos de uma
determinada sequéncia de DNA. A influéncia das caracteristicas genéticas vem
sendo amplamente estudada através de trabalhos que relacionam os SNPs com a
presenca e/ou severidade de determinadas patologias. Qualquer sitio (locus) no qual
existam alelos multiplos como componentes estaveis da populacao €, por definicao,
polimorfico. Um alelo é geralmente definido como polimérfico se ele estiver presente
em uma frequéncia maior que 1% da populacdo. Conceitualmente, os SNPs séo
uma alteracao (adicéo, substituicdo ou exclusdo) de uma base nitrogenada, podendo
ou nao apresentar algum papel funcional, como, por exemplo, a alteracdo da
expressdo do gene polimorfico. Cada individuo apresenta em seu codigo genético
uma ampla quantidade de SNPs em diversos genes alvos, podendo assim explicar
inlmeras caracteristicas individuais (BROOKES, 1999; CARGILL et al., 1999;
SACHIDANANDAM et al., 2001).

Tendo em vista um maior entendimento do mecanismo da dor nas DTMs,
caracterizando a influéncia dos SNPs na individualidade da resposta a dor, o
presente estudo teve como objetivo genotipar pacientes portadores de DTM e
controles, em relagdo aos SNPs: COMT Val(158)Met (rs4680); TNFa-308
(rs1800629); IL6-174 (rs1800795); IL-1B-3954 (rs1143634); IL10-592 (rs1800872);
MMP1-1607 (rs1799750) e TLR4-896 (rs 4986790).
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2 REVISAO DE LITERATURA

Esse capitulo tem como objetivo expor a literatura mais qualificada e atual e,
para isso, serd didaticamente dividido em dois grandes topicos: As disfuncdes

temporomandibulares e os polimorfismos de nucleotideo Unico.

2.1 AS DISFUNCOES TEMPOROMANDIBULARES

Disfuncdes Temporomandibulares (DTMs) € um termo coletivo que abrange
diferentes desordens relacionadas aos musculos mastigatorios, a articulacao
temporomandibular (ATM) e as estruturas associadas. As DTMs representam um
conjunto de disturbios musculoesqueléticos relacionados ao sistema mastigatorio,
com muitos sintomas em comum. Dentre eles, o0 mais comum €é a dor, normalmente
localizada nos musculos mastigatorios e/ou na regido pré-auricular, sendo agravada
pelo movimento mandibular. Dores na mandibula e/ou maxila, na orelha e na cabeca
sdo queixas frequentes, mas outros sintomas sao, também, bastante comuns, como
a anormalidade dos movimentos mandibulares, que podem estar limitados ou

assimétricos, e os ruidos articulares (DE LEEUW, 2010).

A etiologia das DTMs parece ser multifatorial. Fatores como habitos
parafuncionais, bruxismo, postura corporal deletéria, caracteristicas oclusais,
anormalidades de crescimento, trauma, sobrecargas e estresse tém sido postulados
como possiveis fatores etioldogicos das DTMs (NILNER, 1983; HARKINS, 1986;
BUCKINGHAM et al, 1991; PULLINGER; SELIGMAN; GORNBEIN, 1993;
SCHELLHAS; POLLEI; WILKES, 1993; SIMONS; TRAVELL; SIMONS, 1999;
REISSMANN et al.,, 2012). Apesar da vasta literatura a respeito, ainda sao
necessarios trabalhos prospectivos, controlados, aleatorizados e de longo prazo que
comprovem uma relagdo de causa e efeito. Os possiveis fatores etiologicos podem
ser divididos em: predisponentes, iniciadores e perpetuantes. Os fatores
predisponentes aumentam o risco para o desenvolvimento das DTMs; em outras
palavras, predispdem o paciente a doenca. Os fatores iniciantes sdo aqueles que, de
fato, provocam o estabelecimento da doenca. Ja os fatores perpetuantes influenciam
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na progressao da doenca, contribuindo para sua cronificacdo (MCNEILL et al.,
1980).

Ha vinte anos, De Kanter et al. (1993), por meio de uma meta-analise que
englobou mais de 16 mil sujeitos de pesquisa, demonstraram que 44% da populacéo
estudada apresentaram algum sinal ou sintoma clinico de DTM. Apesar da elevada
prevaléncia observada, em outro estudo demonstraram que cerca de 15% da
populacdo afetada consideram os sinais ou sintomas importantes o suficiente para
procurar tratamento. Essa discrepancia traduz o fato de que, muitas vezes, 0s sinais
de DTM, como por exemplo, os estalidos, sdo indolores e ndo afetam de maneira
marcante a qualidade de vida do paciente (DE BOEVER; VAN WORMHOUDT; DE
BOEVER, 1996). Por outro lado, a DTM pode se tornar uma doenca croénica e
refrataria (TENENBAUM et al., 2001).

A fisiopatologia da dor na ATM é um pouco melhor compreendida do que a
da dor miofascial, e, assim, € um ponto de partida conveniente para a discussao dos
mecanismos da dor nas DTMs (CAIRNS, 2010). Deslocamentos do disco e doencas
articulares degenerativas sédo patologias comuns da ATM. As osteoartrites sao
caracterizadas pela deterioracdo e abrasdo da cartilagem articular, assim como pelo
espessamento remodelador do o0sso subjacente, que provoca alteracbes
inflamatérias secundarias, visualizadas pelo exame de ressonancia magnética como
efusdes articulares. A ATM também pode ser afetada na artrite reumatoide; uma
condicdo autoimune que resulta na destruicdo inflamatéria da articulacéo.
Mediadores quimicos e citocinas desempenham importante papel tanto na artrite
reumatoide quanto na osteoartrite. Independentemente da condi¢cdo patoldgica
envolvida, a ATM degenerada pode levar a uma variedade de deformidades
morfolégicas, com perda significativa da funcéo articular e dor (BRINCKERHOFF,
1991; ZARB; CARLSSON, 1999; ISRAEL et al., 2003; TANAKA; DETAMORE;
MERCURI, 2008; CAIRNS, 2010).

A inflamacdo da ATM resulta na liberacdo de varias citocinas pro-
inflamatorias, em especial o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e as interleucinas
(SESSLE, 2005; DE LEEUW 2008b; WIESE et al., 2008), que contribuem para a
remodelacdo e degradacdo da cartilagem articular (VERNAL et al.,, 2008). A
interleucina-1 (IL-1) e a interleucina-6 (IL-6) tém sido detectadas em osteoartrites e
desarranjos internos da ATM (HOLT et al., 1992; SHAFER et al., 1994; FU et al.,
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1995a). As citocinas sao, principalmente, produzidas pelos macréfagos que se
infiltram na membrana sinovial. A inflamacdo da membrana sinovial altera a
viscosidade do fluido sinovial e leva a deficiéncia na lubrificacdo e nutricdo da
cartilagem e do disco (SMITH et al., 1989).

Os mediadores inflamatorios excitam os nociceptores presentes na ATM e
aumentam a liberagdo de CGRP e substancia P, resultando em edema, vermelhidéao
e aumento da temperatura, processo conhecido como inflamacdo neurogénica
(TAKEUCHI et al.,, 2004). O aumento dos estimulos nociceptivos na articulacéo
inflamada também contribui para a inducdo da sensibilizacao central e para o reflexo
dos musculos da mandibula (contracao protetora) (YU et al., 1996; SESSLE, 2005).

A DTM quando crbénica, em especial a DTM miofascial, pode ser
considerada uma sindrome dolorosa funcional, assim como a fibromialgia, a
sindrome do intestino irrithvel, a cistite intersticial e a sindrome da fadiga crénica.
Acredita-se que essas doencas possuam fatores etiolégicos comuns, o que
explicaria a grande comorbidade dos sintomas. E interessante notar que as
desordens funcionais tendem a se sobrepor no individuo afetado; apresentam
sensibilizacdo central, com percepcdo amplificada da dor, e respondem a
tratamentos similares, como o uso de antidepressivos e a terapia cognitiva
comportamental. Os mecanismos patofisiologicos exatos dessas condi¢cdes
dolorosas permanecem obscuros. Contudo, acredita-se que a percepcdo dolorosa
amplificada, alteracbes na atividade cerebral e nas funcdes imunoldgicas e
neuroendocrinas, assim como a predisposicdo genética, possam estar envolvidas.
Estudos futuros devem desvendar se existe um mecanismo predominante, ou um
mecanismo unificador, que explique essas alteracdes funcionais (KIM; CHANG,
2012; SUMA; VEERENDRA KUMAR, 2012; LORDUY et al., 2013).

No caso das sindromes dolorosas funcionais, a dor deixa de ser um fator de
protecdo. Nessas situacdes, a dor surge espontaneamente e pode ser provocada
por estimulos normalmente indcuos (alodinia); pode ser exagerada e prolongada, em
resposta a um estimulo nociceptivo (hiperalgesia); e se espalhar além dos limites da
area injuriada (hiperalgesia secundaria) (LATREMOLIERE; WOOLF, 2009). A
hiperalgesia que sucede uma leséo tecidual é resultado do aumento da sensibilidade
dos nociceptores aferentes primarios presentes na cercania da regido lesionada
(sensibilizacdo periférica) (RAJA; CAMPBELL; MEYER, 1984) e do aumento da
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excitabilidade dos nociceptores aferentes secundarios presentes na medula espinhal
(sensibilizacdo central) (WOOLF; WALL, 1986).

O fendmeno da sensibilizacao periférica acontece a partir de uma resposta
inflamatoria induzida por uma lesdo tecidual. Nessa circunstancia, a alodinia e a
hiperalgesia ocorrem em funcéo dos mediadores inflamatorios liberados no local da
lesdo. Por exemplo, quando um dente é extraido, a &rea inflamada apresenta um
aumento da sensibilidade a pressao (hiperalgesia), mediada por nociceptores
sensibilizados. Mas € de se esperar que essa reacdo se resolva dentro de um
periodo razoavel de tempo, devido a diminuicdo da atividade dos nociceptores e
consequente diminuicdo da atividade aferente para o corno dorsal. Contudo, o
processo inflamatorio e a consequente atividade aferente podem ser de intensidade

suficiente para que um processo central seja estabelecido (MERRILL, 2007).

As fibras C sé@o os primeiros nociceptores envolvidos durante o inicio do
processo de sensibilizacdo central, uma vez que produzem correntes sinapticas
lentas e estimulos repetitivos, aumentando a despolarizacdo no corno dorsal da
medula espinhal, que ocorre como resultado da ativacdo dos canais de célcio
dependentes de ligantes. Inicialmente, os canais de calcio sdo abertos, de forma
rapida e de curta duracdo, pelos receptores AMPA (4cido alfa-amino-3-hidroxi-5-
metil-4-isoxazole-propibnico), permitindo que ions calcio adentrem a célula e
facilitando a despolarizacdo dos neurbnios de variacdo dinamica ampla (wide
dynamic range), ou somente WDR, responsivos a uma ampla variedade de
estimulos. Além da ativacdo dos receptores ionotrépicos, ocorre também a ativacao
dos receptores metabotropicos pelo glutamato e substancia P, liberando mais célcio
das vesiculas intracelulares, aumentando a concentracdo desse ion e,
consequentemente, ativando as enzimas proteina-quinases, que fosforilam o
receptor de N-metil-D-aspartato (NMDA). O canal vinculado ao receptor NMDA, em
condi¢Bes normais, apresenta-se obliterado por um ion magnésio. A ativacado desse
receptor faz com que ocorra a fosforilagéo e esse ion seja removido, abrindo o canal
e permitindo que ions calcio adentrem a célula com grande intensidade.
Diferentemente do que acontece com o receptor AMPA, a ativacdo do receptor
NMDA é de longa duracéo e de dificil reversdo (THOMPSON; WOOLF; SIVILOTTI,
1993; BURSTEIN et al., 1998; MERRILL, 2007).
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Apesar da ativacdo dos receptores NMDA provavelmente representar um
dos principais fatores, parece ndo existir um mecanismo molecular Unico
responsavel pela sensibilizacdo central, uma vez que essa pode ser mediada por
diferentes processos capazes de produzir alteracdes distintas no processamento
somatossensorial, como o aumento da excitabilidade da membrana neuronal,
facilitacdo das sinapses e diminuicdo das influéncias inibitérias nos neurénios do
corno dorsal. Destsa forma, a sensibilizacdo central pode provocar sensacfes
dolorosas que ocorrem mesmo na auséncia de patologias ou estimulos dolorosos
periféricos e, portanto, o tratamento deve ter como alvo o sistema nervoso central, e
nao a periferia (WOOLF; SALTER, 2000; LATREMOLIERE; WOOLF, 2009).

Lorduy et al. (2013) verificaram que os sintomas de sensibilizacdo central
estdo relacionados ao maior sofrimento emocional em pacientes portadores de
DTMs. Outros estudos demonstraram que fatores psicologicos diferem entre
pacientes com DTMs e grupos controle (BUTTERWORTH; DEARDORFF, 1987,
HARNESS; DONLON; EVERSOLE, 1990; YOSHIHARA et al., 2005). Também foi
demonstrado, em portadores de DTMs, que a depressao e a ansiedade podem ser
consideradas fatores de risco para as dores articulares e musculares,
respectivamente (KINDLER et al., 2012).

A relacdo entre ansiedade ou estresse e as DTMs pode ser simplesmente
explicada pela maior contracdo da musculatura mastigatéria nessas condi¢des, uma
vez que a hiperatividade muscular € um dos mecanismos mais frequentemente
sugeridos como causa da dor miofascial (YEMM, 1976; MILLER et al., 1998). Em um
experimento onde os participantes imaginavam uma situacao estressante, aqueles
gue portavam DTM miofascial apresentaram maior atividade eletromiografica do que
0s controles saudaveis, tanto no musculo masseter quanto no musculo frontal
(KAPEL; GLAROS; MCGLYNN, 1989; FLOR et al.,, 1991). Porém, existe uma

explicacdo mais complexa para essa relacao.

Emocdes negativas de intensidade moderada podem facilitar a dor. Nessas
circunstancias, quando o perigo é imprevisivel, a dor é importante para a deteccdo
de situacBes de risco, para que a integridade dos tecidos seja mantida. E uma
maneira adaptativa de promover o monitoramento ambiental, um mecanismo de
vigilancia sensorial para melhorar a deteccdo de ameacas (WALTERS, 1994,
RHUDY; MEAGHER, 2000; MEAGHER; ARN; RHUDY, 2001). A expectativa de



26 2 REVISAO DE LITERATURA

sentir dor pode aumentar a sensibilidade dolorosa, principalmente quando nao se
pode prever o momento em que a dor seré sentida (WALTERS, 1994).

Em situacbes de emocdes negativas de grande intensidade, quando a
ameaca € iminente e previsivel, a reacao de luta e fuga provoca como defesa um
estado de hipoalgesia. Um interessante experimento demonstrou que veteranos da
Guerra do Vietnd, portadores de transtorno de estresse poOs-traumatico (TEPT),
relataram diminuicdo de 30% na intensidade da dor provocada por estimulos de
calor, ap0s serem expostos a videos de combate. Nao houve reducdo na
intensidade da dor quando os veteranos foram submetidos ao uso da naloxona, um
antagonista dos receptores opioides. Os resultados demonstraram, de maneira
consistente, a inducdo de analgesia mediada por opiaceos induzida pelo estresse
em pacientes com TEPT (PITMAN et al., 1990).

A amigdala é o centro de deteccdo de perigo, gerando medo e ansiedade,
colocando-nos em situacdo de alerta. Conexdes entre a amigdala e a substancia
cinzenta periaquedutal estdo envolvidas na modulacdo da nocicepcdo mediada pela
emocao. Desregulacdo no circuito de deteccdo de ameaca nos pacientes com
sindromes dolorosas funcionais pode provocar diminuicdo do limiar das experiéncias
emocionais negativas, emoc¢des negativas mais intensas e prolongadas. Dessa
forma, emocdes negativas intensas podem provocar hiperalgesia nesses pacientes,
e nao hipoalgesia, como observado em individuos saudaveis (ARNOLD et al., 2008;
BERMAN et al., 2008).

Os controles inibitérios nocivos difusos (DNIC) sdo um dos principais
sistemas endogenos de inibicdo a dor; de acordo com sua teoria, um estimulo
nociceptivo ira cancelar outra estimulagdo nociceptiva (fenébmeno “dor inibe dor”),
desde que haja uma certa distancia entre as superficies corporais estimuladas. Por
meio do teste pressor ao frio, os pacientes com fibromialgia apresentam menor
eficiéncia ao DNIC, explicitando a deficiéncia do sistema endogeno inibitorio da dor
(JULIEN et al., 2005; NORMAND et al., 2011).

Robinson et al. (2004) demonstraram que o0 estado ansioso esta
positivamente correlacionado com o0 processo de somatizacdo temporal, sugerindo
gue a ansiedade pode contribuir com o processamento da dor no sistema nervoso
central. Esse efeito foi replicado por Granot et al. (2006) e o trabalho realizado por
Edwards et al. (2006) sugeriu que a catastrofizacao da dor pode ter o mesmo efeito
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facilitador. N&o coincidentemente, muitos estudos mostram correlagdo entre
emocoOes negativas e desordens funcionais de dor (HENNINGSEN; ZIMMERMANN;
SATTEL, 2003).

O estresse psicoldgico € conhecido por induzir varias respostas adaptativas
dos sistemas fisiolégicos, incluindo o aumento da atividade do sistema hipotalamico-
hipofisario-adrenal (HHA), que promove a secrecdo de cortisol a partir do cértex
suprarrenal e aumenta a atividade do sistema simpatico-adrenal-medular (SAM), que
segrega adrenalina e noradrenalina através das terminag¢des nervosas periféricas
simpaticas e da medula adrenal (AXELROD; REISINE, 1984; UCHINO et al., 1995;
MCEWEN, 1998; SCHOMMER; HELLHAMMER; KIRSCHBAUM, 2003). Os niveis do
traco ansioso (Inventario de Ansiedade Trago-Estado - IDATE) e as alteracbes nas
concentracbes plasmaticas de cortisol, adrenalina e nora-adrenalina foram
significativamente correlacionados apds inducdo de estresse psicolégico (teste
mental de aritmética) em pacientes com DTM miofascial; mas o mesmo néo foi
observado em individuos saudaveis. Esses resultados sugerem que 0s niveis de
ansiedade, em patrticular o nivel de ansiedade-traco, podem ser associados a uma
maior sensibilidade dos sistemas HHA e SAM em pacientes com dor miofascial
(YOSHIHARA et al., 2005). Evidéncias emergentes indicam que a desregulacéo do
sistema nervoso autbnomo contribui para o aparecimento e cronicidade das DTMs
(CARLSON et al., 1993; DE ABREU et al., 1993; BRAGDON et al., 2002; LIGHT et
al., 2009; SOLBERG NES et al., 2010).

Portadores de DTMs exibiram uma disfuncdo na atividade autonémica em
relacdo aos individuos saudaveis, caracterizada pela diminuicdo da variabilidade da
frequéncia cardiaca (VFC), tanto em repouso quanto em resposta a ambos
estressores fisico (posicéo ortostatica) e psicoldgico (testes de palavras coloridas de
Stroop), demonstrando que, durante todos os dominios de tempo e frequéncia, o
tbnus parassimpatico cardiaco estava reduzido em comparagdo aos controles. Os
casos com DTMs também apresentaram uma reducgéo indireta da sensibilidade dos
baroreceptores (MAIXNER et al., 2011). Outros estudos também indicam um maior
tbnus simpatico como resultado de uma desregulacdo central nos pacientes com
DTM e outras doencas musculares cronicas (LIGHT et al., 2009; HALLMAN;
LYSKOQOV, 2012).
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Chalaye et al. (2012) confirmam a presenca de niveis crescentes de
hiperalgesia somética em pacientes com sindrome do intestino irritavel (Sll) e
fibromialgia. Também observaram padrao disfuncional semelhante para a inibicdo de
dor, acompanhado por respostas autonémicas anormais, que manteve 0s pacientes
(principalmente os com fibromialgia) em um estado de hiperatividade simpética.
Resultados recentes mostram que a sensibilidade ao barorreflexo encontra-se
reduzida nos pacientes com fibromialgia (KELEMEN et al., 1998; FIGUEROA et al.,
2008; REYES DEL PASO et al., 2010). A atividade do barorreflexo também tem sido
associada a eficacia dos circuitos descendentes inibitorios de dor (RANDICH,;
MAIXNER, 1984; DWORKIN et al.,, 1994; BRUEHL; CHUNG, 2004). Portanto, a
funcdo anormal do barorreflexo pode explicar porque os pacientes com fibromialgia
apresentam deficiéncia na inibicdo descendente de dor, juntamente com pobres
ajustes autonomicos (REYES DEL PASO et al., 2011), e porque frequentemente
sofrem com comorbidades como fadiga, intolerancia ortostatica, alteragdes do sono
e dificuldades cognitivas (MARTINEZ-LAVIN; HERMOSILLO, 2000; REYES DEL
PASO et al., 2010).

Como vimos acima, essa desregulacao central nos pacientes com DTM faz
com que o sistema nervoso autondémico seja menos reativo ao estresse fisico ou
psicolégico, uma vez que o tbnus simpatico ja estd elevado mesmo em repouso.
Essa caracteristica foi relacionada as variantes do gene COMT (MUELLER et al.,
2012), responsavel por provocar uma estado hiperadrenérgico. As variantes do
COMT também estdo relacionadas a hipervigilancia, a ansiedade, a
hipersensibilidade dolorosa e a ineficiéncia do sistema opioide (ZUBIETA et al.,
2003; OLSSON et al., 2005; DIATCHENKO et al., 2006b).

Desse modo, o polimorfismo do gene COMT ilustra como a genética
representa um universo valioso de investigacdo e pesquisa, ainda pouco explorado.
No tdépico a seguir, o polimorfismo do COMT e de outros 6 genes candidatos sera

abordado de maneira mais detalhada.
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2.2 POLIMORFISMOS DE NUCLEOTIDEO UNICO

Apesar de possuir fatores e mecanismos semelhantes, a resposta a dor &
caracterizada por sua substancial diferenca interpessoal, que pode ser atribuida a
fatores como: idade, sexo, deficiéncia do controle aos estimulos e fatores genéticos
(FILLINGIM et al., 2008). No caso da dor, ndo € diferente, diversos genes
relacionados, direta ou indiretamente, com 0s mecanismos da dor podem apresentar
diferencas na expressdo, de acordo com a presenca ou nhao de SNPs,
demonstrando a importancia na caracterizagcdo dos polimorfismos de genes alvos
para dor, ndo sé para aprimorar o diagnéstico individual, mas também para otimizar

as ferramentas terapéuticas de patologias como a disfuncédo temporomandibular.

Um dos genes mais estudados é gene COMT, responsavel por codificar a
enzima que recebe o mesmo nome (COMT) que, por sua vez, metaboliza as
catecolaminas e faz parte de um mecanismo complexo do reflexo doloroso
nociceptivo, agindo, assim, como um modulador essencial da neurotransmissao
dopaminérgica e adrenérgica/noradrenérgica (LI; WARSH; GODSE, 1984,
CUMMING et al., 1992). Existe um polimorfismo funcional abundante do gene COMT
gue codifica a substituicdo de um aminoacido valina (Val) por um aminoacido
metionina (Met) no cdédon 158 (Val(158)Met). Essa substituicdo estd associada a
uma diferenca de termoestabilidade, levando a uma reducéo de trés a quatro vezes
no periodo de atividade da enzima COMT (LOTTA et al.,, 1995). Os alelos sao
codominantes, portanto, os individuos com o genotipo val/val apresentam maior
atividade da COMT; aqueles com o genoétipo met/met, a menor atividade da COMT,;

e os individuos heterozigotos, apresentam atividade intermediaria.

Diatchenko et al. (2005) analisaram cinco SNPs do gene COMT entre 202
mulheres jovens e saudaveis. Eles construiram trés haplétipos, que foram
denominados de sensibilidade baixa a dor (LPS), sensibilidade média a dor (APS), e
sensibilidade alta & dor (HPS), com base em suas associa¢des com as medidas de
sensibilidade a dor experimental. Seguiram prospectivamente esses individuos, para
determinar novos casos com sintomas de DTM, e os resultados indicaram que 0s
individuos com pelo menos um haplotipo LPS tiveram menos da metade da
probabilidade de desenvolver DTM, em comparacdo com aqueles sem qualquer
haplotipo LPS.
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Em ratos, foi demonstrado que a atividade diminuida da enzima COMT
aumenta a sensibilidade mecéanica e térmica a dor. Fenbmeno que pode ser
bloqueado por antagonistas nao-seletivos p-adrenérgicos (propranolol) ou a
administracdo combinada de antagonistas seletivos B2 e [3-adrenérgicos
(NACKLEY et al.,, 2007). Em estudo piloto, avaliou-se a agdo do propranolol na
reducdo da dor clinica e experimental em pacientes com DTM. O numero de
pacientes que relataram reducdo na classificacdo da intensidade da dor foi maior
durante o tratamento com propranolol, em comparagdo com o tratamento placebo.
Individuos com haplétipos que determinam atividade enzimatica diminuida da COMT
foram os mais beneficiados. Beneficio menor foi observado em individuos
heterozigoticos e nenhum beneficio foi observado em homozigo6ticos (vall/val)
(TCHIVILEVA et al., 2010). Dessa forma, os haplotipos da COMT podem ser usados
para identificar um subgrupo de pacientes com DTM que se beneficiaria do

tratamento com propanolol.

Até agora, observamos como o0s SNPs podem influenciar no limiar da
sensibilidade dolorosa. Em relacdo a dor crénica nociceptiva, observa-se uma
associacdo com a resposta inflamatéria e sua consequente injuria tecidual. As
respostas imunes e inflamatorias, bem como a cicatrizagdo de feridas, a
hematopoiese e a homeostase, sofrem importante influéncia das citocinas, que sao
mediadores da comunicacdo célula-célula. As doencas inflamatorias cronicas sao
frequentemente caracterizadas por fases ciclicas de infiltracdo celular e ruptura do
tecido, que parecem ser iniciadas ou mantidas, em parte, pela atividade de citocinas
(OGURA et al., 2005).

Estudos observaram que as concentragcdes de citocinas inflamatorias
cladssicas, como € o caso do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucina-
lbeta (IL-1b), interleucina-6 (IL-6) e metaloproteinases da matriz (MMPs), foram
significativamente maiores no liquido sinovial de pacientes portadores de DTM do
gue em controles saudaveis (p<0,05). Isso demonstra que as citocinas presentes no
liguido sinovial podem participar da patogénese da DTM, e que a presenca de SNPs
nos genes correspondentes a transcricdo dessas citocinas pode modular a
intensidade da resposta a dor (FU et al., 1995a; KUBOTA et al., 1998; TAKAHASHI
et al., 1998).
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Foi demonstrado, em ratos, que o estresse psicolégico pode provocar uma
regulacédo para cima (up-regulation) do TNF-a e, consequentemente, afinamento da
cartlagem do coOndilo mandibular (LV et al., 2012). O nivel de TNF-a foi
positivamente correlacionado com o de IL-6, e com os receptores TNFRs-I e TNFRs-
Il temporomandibulares (EMSHOFF et al., 2000; KANEYAMA et al., 2005). Ainda,
fibroblastos sinoviais de ATMs humanas, tratados laboratorialmente com TNF-aq,
apresentaram como resposta producao significativamente aumentada de IL-8,
oncogene relacionado ao crescimento (GRO), proteina-1-mondcito-quimioatraente
(MCP-1) e RANTES (regulated on activation, normal T cell expressed and secreted),
0 que demonstra a importancia do TNF-a para o inicio do processo inflamatorio
(OGURA et al., 2005). Por esse motivo, ndo é surpresa que as concentracfes de
TNF-a sejam significativamente maiores no liquido sinovial de pacientes com DTM
do que nos controles, estando sua presenca associada a membrana sinovial
cronicamente inflamada e a dor (EMSHOFF et al., 2000).

Dessa forma, o polimorfismo presente na regido promotora do gene TNFA
(responsavel por codificar o TNF-a) na posicao -308 (TNFA-308 G/A; rs1800629) é
um exemplo do potencial dos SNPs na modulacéo da resposta inflamatéria. A posse
do alelo A (G/A ou A/A) esta associada com o aumento da producdo de TNF-a (POLI
et al., 2000), influenciando significativamente na patogénese de doencas autoimunes
e inflamatorias crénicas, como a doenca periodontal, a artrite reumatoide, a

sindrome do intestino irritavel e as migraneas.

Niveis aumentados de TNF-a nos tecidos gengivais de pacientes portadores
de doenca periodontal (DP) crénica foram associados ao polimorfismo TNFA-308
G/A, e, esse ultimo, considerado uma influéncia potencial na evolugdo da doencga
(TROMBONE et al., 2009).

No caso da artrite reumatoide (AR), uma doenca autoimune, sistémica e
cronica, que resulta na inflamacgéo das estruturas articulares e extra-articulares, cuja
etiologia permanece elusiva, existe evidéncias substanciais de que o TNF-a seja
uma citocina chave de sua patogénese. Isso porque o TNF-a é um pivd da
estimulacdo de citocinas criticas para o inicio e perpetuacdo da inflamacdo na AR
(FELDMANN; BRENNAN; MAINI, 1996). O alelo A do polimorfismo TNFA-308 tem
sido associado com a AR em mexicanos na América do Norte, em colombianos e
chilenos na América do Sul (CORREA; GOMEZ; ANAYA, 2004; RODRIGUEZ-
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CARREON et al., 2005; LEE; JI; SONG, 2007); bem como com formas mais graves
da doenca em individuos na Amazoénia brasileira (BOECHAT et al., 2013).

Os agentes inibidores de TNF-a (anti- TNF-a) revolucionaram o tratamento
da AR. Apesar dos resultados clinicos convincentes, nem todos 0s pacientes
respondem a esses agentes. Por meio de uma meta-analise, foi demonstrado que a
probabilidade de sucesso do tratamento com agentes anti- TNF-a é influenciada pela
variante do polimorfismo TNFA-308. Os pacientes portadores do genoétipo G/G séo
mais suscetiveis a responder aos anti-TNFA, em comparacdo aos pacientes
portadores de pelo menos um alelo A. Esse efeito parece estar presente seja qual
for o tipo de agente anti-TNF-a (antagonista de receptor ou anticorpo monoclonal)
(O'RIELLY et al., 2009).

Outra desordem funcional comum, a Sindrome do Intestino Irritavel (Sll), é
caracterizada por dor abdominal recorrente e alteracdo dos habitos intestinais.
Véarios mecanismos tém sido propostos para sua fisiopatologia, como:
hipersensibilidade visceral, motilidade intestinal alterada e fatores psicossociais. Foi
demonstrado que o gendétipo maior produtor de TNFA-308 (A/A ou G/A) foi
significativamente mais prevalente em pacientes com SlI, em relagdo aos controles
(41% versus 30%, respectivamente) (VAN DER VEEK et al., 2005).

Muitas evidéncias, em animais e em humanos, apontam para o papel da
inflamacdo na geracdo da dor durante as crises de migranea, com o0 envolvimento
de moléculas como: o peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP), o éxido
nitrico e as citocinas (LONGONI; FERRARESE, 2006). Niveis elevados de TNF-a
foram reportados em 20 pacientes afetados por migranea sem aura, quando
comparados com 17 pacientes com dor de cabeca do tipo tensional cronica
(COVELLI et al., 1990). Foi demonstrado que a frequéncia do gendtipo TNFA-308
G/G é significativamente maior em pacientes sem migraneas. Assim como a
diferenca na distribuicdo das frequéncias dos alelos, sendo o TNFA-308 G sobre-
representado no grupo Controle e o TNFA-308 A sobre-representado no grupo com
migraneas, estando esse Ultimo associado a niveis mais elevados de TNF-a
(YILMAZ et al., 2010). Em outro estudo onde 77 polimorfismos foram avaliados em
mais de 25 mil mulheres, a presenca do alelo A (TNFA-308) foi associada ao maior

risco de migraneas com aura (SCHURKS et al., 2009).
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Apesar dos fortes indicios do possivel envolvimento do polimorfismo TNFA-
308 G/A na etiopatogenia das DTMs, ndo ha nenhum trabalho publicado sobre o

tema até o momento.

Outra citocina inflamatoria classica associada as doencas inflamatérias € a
IL-6. Ela atua nas respostas imunes inata e adaptativa, na estimulacdo da
hematopoiese e na producdo de proteinas de fase aguda, por meio do crescimento
dos hepatécitos e de linfécitos B. Sao produzidas por varios tipos de células, sejam
elas linfoides ou néo linfoides, tais como linfécitos T e B, mondcitos, fibroblastos,
ceratindcitos, células endoteliais e varias células tumorais. Apesar de essencial para
0 organismo, em excesso pode provocar fenbmenos clinicos desfavoraveis. Seu
importante papel nas reabsorcfes 6sseas foi comprovado por meio de atividade
osteoclastica in vitro (EMERY; SALMON, 1991; KISHIMOTO; AKIRA; TAGA, 1992,
AKIRA; TAGA; KISHIMOTO, 1993; FU et al., 1995b; NISHIMOTO; KISHIMOTO;
YOSHIZAKI, 2000).

A deteccao de IL-6 no liquido sinovial de ATMs com desarranjos internos
pode chegar a 89%. A concentracao de IL-6 no fluido sinovial foi correlacionada com
a gravidade da sinovite vista artroscopicamente e com o0 grau de edema articular
mostrado pela ressonancia magnética (MRI). Essa correlacdo ndo foi observada
para TNFA e IL-1beta (NISHIMURA et al., 2002; SEGAMI et al., 2002). Por meio da
imuno-histoquimica, também se observou correlacdo entre a percentagem de
células da membrana sinovial coradas para IL-6 e o edema articular visto na MRI.
Ainda, a presenca de IL-6 no liquido sinovial pode indicar insucesso do tratamento
dos desarranjos internos da ATM apés artrocentese (NISHIMURA et al., 2004).

A concentracdo de IL-6 no liquido sinovial foi correlacionada com dor
articular e com alteragbes degenerativas condilares, observadas radiograficamente
(FU et al., 1995b), e com o desenvolvimento de osteoartrite (KANEYAMA et al.,
2002). A IL-6 esta presente no liquido sinovial de diversas artropatias, mas €
detectada em niveis mais elevados nas artropatias inflamatérias do que nas
osteoartrites. Os sinoviécitos sdo uma fonte potente de IL-6, o que pode contribuir
para as importantes manifestacdes locais e sistémicas das artrites inflamatorias
(GUERNE et al., 1989). Foi demonstrado que a IL-6 é uma citocina chave envolvida
na patogénese da artrite reumatoide, e o aumento das concentragcbes de IL-6 nas

articulacdes ou do seu nivel no sangue esta correlacionado com a atividade da
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doenca (GOTTENBERG et al., 2012). Em ratos com artrite induzida por antigeno, a
IL-6 desempenha papel chave tanto na sua indugédo quanto manutencgao e, portanto,
sugerindo que o bloqueio da IL-6 pode ser benéfico para o tratamento da artrite
reumatoide (OHSHIMA et al., 1998).

O tocilizumabe é um anticorpo humanizado monoclonal que se liga aos
receptores da IL-6 e bloqueia a acao dela. Estudos randomizados controlados duplo-
cego tém mostrado que o tratamento com tocilizumabe combinado a outras drogas
antirreumaticas modificadoras de doenca resulta em melhora rapida e sustentada de
Varios sinais e sintomas da artrite reumatoide, em diferentes populagbes (GABAY et
al., 2013).

Existe um SNP no gene IL6 -174(G/C) cujo alelo C implica na transcricdo
reduzida da IL-6, em comparacdo com o alelo G. Foi demonstrado que o genadtipo
CC é significativamente menos comum em individuos com artrite juvenil sistémica do
gue em controles, podendo desempenhar papel protetor contra o desenvolvimento
dessa doenca (FISHMAN et al., 1998). Em um estudo mais recente, o polimorfismo
da IL-6 foi novamente correlacionado com danos radiograficos de curto prazo em
pacientes com artrite reumatoide juvenil (ARJ), podendo ser utilizado como um
precoce indicador de progndstico (G/C, com maior risco e G/G com menor risco)
(OEN et al., 2005).

Variantes do gene promotor da IL-6 G-597A, G-572C e G-174C (rs1800797,
rs1800796 e rs1800795, respectivamente) foram investigados em pacientes
portadores de osteoartrite interfalangica distal sintomética; uma vez que ja existiam
indicios que de que essas variantes poderiam afetar tanto a transcricdo quanto a
secrecdo de IL-6. Foi observado que a presenca de alelos G em loci polimorficos
comuns do gene promotor da IL-6 estava associada com resultados mais graves de
osteoartrite interfalangica distal sintomatica; e sugerido que antagonistas especificos
dos receptores da IL-6 poderiam inibir a cascata inflamatoria na cartilagem articular
e ser uma opcao relevante para a concepg¢do de novas intervencdes terapéuticas
para essa doenca, no futuro (KAMARAINEN et al., 2008).

O SNP IL6 -174 (G/C) também pode influenciar nas condi¢cdes patologicas
dentarias. A ocorréncia do genétipo alelo G do SNP IL6 -174 (G/C) foi associada
com manifesta¢des de abcessos dentérios (DE SA et al., 2007) e com a presenca de
doenca periodontal (TRINDADE et al., 2013). Nas DTMs, a expressao da citocina
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pro-inflamatodria IL-6 apresenta-se significativamente aumentada e, sabendo do
carater destrutivo de tal citocina em doencas inflamatérias, o SNP IL6-174

(rs1800795) demonstra-se um alvo interessante na patogénese das DTMs.

Da mesma forma que o SNP TNFA-308 e o0 IL6 -174e, o SNP IL-18 (3954)
demonstrou ter associagdo com a DP crbnica (FERREIRA et al., 2008; KARIMBUX
et al., 2012) e com a artrite reumatoide (LEE; JI; SONG, 2009). Um interessante
estudo demonstrou uma diferenga significativa na distribuicdo dos gendtipos IL-18
(3954) em pacientes com AR e periodontite, em comparacdo com individuos
controles com apenas periodontite ou saudaveis. Essas observagfes levaram a
constatacdo de que os individuos com o alelo T do polimorfismo IL-18 (3954) sé&o
suscetiveis a AR e a periodontite (KOBAYASHI et al., 2009).

Além da doenca periodontal e da artrite reumatoide, o polimorfismo IL-7f3
(3954) foi associado a sindrome da boca ardente (SBA). Uma maior frequéncia do
gendtipo CT do polimorfismo IL-18 (3954) foi observada no grupo com SBA, em
comparacdo com o grupo Controle (GUIMARAES et al., 2006), observacéo coerente
com resultados previamente descritos sobre o potencial das interleucinas em iniciar

a hiperalgesia de processos inflamatérios e neuropaticos (OPREE; KRESS, 2000).

Nado sO os SNPs de citocinas pro-inflamatérias podem influenciar no
aumento da severidade ou na suscetibilidade de doencas inflamatérias;
polimorfismos em citocinas anti-inflamatérias, como é o caso do SNP IL-10-592,
também apresentam resultados interessantes. O gene promotor da IL-10 (l6cus
1g32. 1) esta envolvido na inflamacdo e imunorregulacdo, uma vez que a IL-10
funciona como inibidor das citocinas pro-inflamatoérias. A importancia da IL-10 no
delicado equilibrio entre citocinas pro-inflamatérias e inibidores de citocinas na

patogénese da disfungdo temporomandibular foi revisada por Kacena et al. (2001).

Diferencas hereditarias na producdo de IL-10 foram relatadas, e varias
sequéncias polimérficas foram identificadas no gene promotor da IL-10 (LOWE et al.,
2003; YILMAZ; NUTILE-MCMENEMY; DELEO, 2005; CAPASSO et al., 2007). Trés
SNPs do gene promotor da IL-10 (-1082 G/A, —819 C/T, -592 C/A) mostram forte
desequilibrio de ligacdo e constituem dois haplétipos comuns, designados como
ATA e GCC. Em funcéo do desequilibrio de ligacdo, a presenca desses haplotipos
pode ser totalmente determinada pela analise do polimorfismo -592 C/A, em que a
ocorréncia do alelo A indica a presenca do haplotipo ATA (CRAWLEY et al., 1999;
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EDER et al.,, 2007). O haplétipo ATA tem sido associado com a diminuicdo da
sintese de IL-10, in vitro e in vivo (CRAWLEY et al.,, 1999; BERGLUNDH et al.,
2003), e é frequentemente associado a condi¢des patologicas (SHIN et al., 2005;
CHUNG et al., 2007). Claudino et al. (2008) demonstraram que o SNP [IL10-592 é
funcional na periodontite cronica, estando associado a baixos niveis de expressao
de RNA mensageiro da IL-10, o que, supostamente, influenciaria na progresséo da

doenca.

E caracteristica de ATMs degeneradas o desequilibrio entre a sintese e a
destruicdo de diferentes tipos colagenos e agrecanos da matriz extracelular (ECM).
As metaloproteinases de matriz (MMPs) constituem uma familia de enzinas
responsaveis pela protedlise de todos os componentes da matriz extracelular, como

o colageno, a fibronectina e os proteoglicanos.

A MMP-1 é responsavel por regular a degradacao dos colagenos intersticiais
e, por isso, é também chamada de colagenase. Loci polimorficos foram identificados
na regido promotora do gene MMP1, e foram relacionados as diferencas hereditarias
na expressao da enzima degradadora de colageno MMP-1 (KANAMORI et al., 1999;
STERNLICHT; WERB, 2001). A adicdo de uma guanina (G) na posi¢cao -1607 do
gene promotor de MMP1 (MMP1-1607, rs1799750) foi associada com o aumento da
atividade transcricional, caracterizando, portanto, um polimorfismo funcional, que
tem sido associado com diferentes doencas (KANAMORI et al., 1999; PIRHAN et al.,
2008; REPEKE et al., 2009). Particularmente com relacdo a DTM, os gendétipos
MMP1-1607 2G/2G foram associados com a presenca de degeneracdo nas ATMs,
tornando-se, assim, alvo em potencial para explicar a suscetibilidade aos processos
degenerativos (PLANELLO et al., 2011).

Além de enzimas e citocinas, proteinas transmembrana, como 0s receptores
Toll-like (TLR), também podem influenciar no processo inflamatério. Os TLRs fazem
parte de um sistema chave de deteccdo por meio do qual as células da glia sao
ativadas, liberando, por sua vez, citocinas pro-inflamatérias (MILLIGAN; WATKINS,
2009; NICOTRA et al.,, 2012). Recentes evidéncias apontam o papel da ativacao
pré-inflamatéria das células da glia, encontradas no sistema nervoso central (SNC),
para iniciagao e progressédo da dor cronica (DE LEO; TAWFIK; LACROIX-FRALISH,
2006; MILLIGAN; WATKINS, 2009). Os TLRs constituem o sistema imunolégico
inato ou n&o especifico, capaz de detectar moléculas “self’, conhecidas como
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padrbes moleculares associados ao perigo (DAMPs), ou moléculas "non-self",
produzidas por micro-organismos, conhecidas como padrbes moleculares
associados a patégenos (PAMPs). Diferentes agonistas exdgenos sédo reconhecidos
por diferentes TLRs: lipopeptideos sdo reconhecidos pelo homodimero TLR2 ou
pelos heterodimeros TLR2-TLR1 ou TLR2-TLR6; RNA viral de fita simples, pelo
TLR7; e os lipopolissacarideos, pelo TLR4 (GUO; SCHLUESENER, 2007). A ligacdo
dos TLRs aos PAMPs desencadeia a cascata de transducdes de sinal, conduzindo a
ativacdo do fator nuclear kappa B (NF-kB) e da quinase c-Jun N-terminal (JNKSs)
(MUZIO et al., 1998), que induzem a transcri¢cdo de genes responsaveis por codificar
citocinas e quimiocinas envolvidas na iniciagdo do processo inflamatorio
(TRINCHIERI; SHER, 2007).

Os TLRs tém sido implicados em modelos pré-clinicos de dor crénica
(NICOTRA et al, 2012). O blogueio dos TLRs quer farmacologicamente
(HUTCHINSON et al.,, 2008) ou geneticamente (TANGA; NUTILE-MCMENEMY;
DELEO, 2005; KIM et al., 2007), reduziu a ativacdo da microglia, o nivel de citocinas
pré-inflamatérias e a dor neuropatica induzida em animais (NICOTRA et al., 2012).
Entre os diversos polimorfismos, 0 SNP Asp299Gly (TLR4 rs4986790) do gene TLR4
€ um dos mais famosos e bem estudados, com um padrdo de frequéncia que pode
variar de 0 a 9%, dependendo da populacao avaliada (ALI; TAMBOLI, 2008). Seus
genes tém sido considerados candidatos na etiologia de doencas inflamatorias
cronicas como a artrite reumatoide, a doenca de Crohn, a Sll e a periodontite
(HONG et al., 2007; OZTURK; YILDIZ, 2011; BELMONTE et al., 2012; LEE; BAE;
SONG, 2013).

Assim, indiferentemente do mecanismo (nociceptivo ou inflamatério), a
percepcdo da dor apresenta-se como um processo fisico-anatdmico multifacetado,
influenciado por varios componentes e caracterizado por sua substancial diferenca
interpessoal. Entre esses componentes, o fator genético mostra-se, por meio dos
polimorfismos, extremamente importante e significativo nas doencgas cuja principal
gueixa é a dor. Porém, apesar da importancia, o fator genético ndo tem sido
considerado como um dos fatores etiologicos principais (EGGLESTON, 1980). Além
disso, estudos que tentaram encontrar um padréo de segregacdao em familias com
casos de DTMs (RAPHAEL et al., 1999), ou usaram modelos individuais (HEIBERG
et al., 1980), sugeriram que as DTMs nao séo desordens herdadas. No entanto, os
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individuos ndo séo igualmente suscetiveis as DTMs. Independentemente do risco
familiar, gendétipos diferentes podem contribuir para a suscetibilidade a um particular
desenvolvimento clinico da doenca ou a resposta a um determinado tratamento.
Portanto, os sintomas de DTMs devem ser entendidos como uma resposta individual
complexa e peculiar, com queixas especificas, podendo ser amplificados ou
atenuados em funcdo da composicdo genética original (STOHLER, 2004,
NISSENBAUM et al., 2010).
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3 PROPOSICAO

O melhor entendimento da influéncia das variantes genéticas nas DTMs
pode trazer contribuicbes substanciais na compreensdo de sua etiopatogenia e,
consequentemente, avancos no diagnéstico individualizado e na conduta

terapéutica.
Sendo assim, o presente estudo teve como objetivos:

e Testar a hipotese nula de que ndo ha diferenca entre as frequéncias
genotipicas e de alelos dos SNPs candidatos entre o grupo com

Disfuncdo Temporomandibular (DTM) e o grupo Controle.

e Determinar, nos casos com DTM, a influéncia dos SNPs candidatos

na sensibilidade dolorosa mecéanica experimental (LDP).

e Determinar, nos casos com DTM, a influéncia dos SNPs candidatos

na intensidade e no tempo de dor.
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4 MATERIAL E METODOS

A realizacio desse trabalho foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa
em seres humanos, da Faculdade de Odontologia de Bauru - Universidade de Sao
Paulo (Processo n°. 118/2010), no dia 06/07/2011 (Anexo A).

4.1 AMOSTRA

Todos os pacientes participaram da pesquisa de forma voluntaria: foram
informados sobre a intencdo da pesquisa e, apds estarem cientes, assinaram o

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo B).

Foram selecionados 243 participantes voluntarios, divididos em dois grupos:

DTM e controle.

4.1.1 Grupo com DTM

Composto por 152 individuos portadores de Disfungcdo Temporomandibular,
136 do sexo feminino e 16 do sexo masculino, com idade média de 36 anos (18 — 65
anos; DP=11,01). Os pacientes foram selecionados por meio de um questionario e
um exame fisico. A classificacdo desses pacientes obedeceu aos critérios propostos
pela Academia Americana de Dor Orofacial (DE LEEUW 2008a) (Anexo C).

Os critérios utilizados para a sele¢cdo dos pacientes foram os preconizados
pelo Guia de Diagnostico e Tratamento das Dores Orofaciais da Academia
Americana de Dor Orofacial (AAOP) (DE LEEUW, 2010). Os critérios diagnosticos
da Academia Americana de Dor Orofacial sdo apresentados como adendo na
Classificacdo Internacional dos Distarbios de Cefaleias (HEADACHE
CLASSIFICATION SUBCOMMITTEE OF THE INTERNATIONAL HEADACHE
SOCIETY, 2004).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Headache%20Classification%20Subcommittee%20of%20the%20International%20Headache%20Society%5BCorporate%20Author%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Headache%20Classification%20Subcommittee%20of%20the%20International%20Headache%20Society%5BCorporate%20Author%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Headache%20Classification%20Subcommittee%20of%20the%20International%20Headache%20Society%5BCorporate%20Author%5D
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Critérios de inclusao:

Individuos de ambos os sexos, com 18 a 60 anos de idade, portadores de
deslocamentos do disco articular com ou sem reducgdo, distlrbios articulares
inflamatorios e distarbios dos musculos mastigatérios (mialgia local, dor miofascial e
mialgia centralmente mediada). Ressalta-se que, independentemente da patologia
apresentada, o relato de sintomatologia dolorosa foi condi¢cdo obrigatdria para
inclusdo nesse grupo, ou seja, € um grupo composto por individuos com DTM
dolorosa.

Critérios de exclusao:

Presenca das seguintes condicfes patoldgicas: distirbios congénitos ou de
desenvolvimento (aplasia, hipoplasia, hiperplasia, displasia, neoplasia) neuropatias,

sindrome da boca ardente, dor dentéria, otite.

4.1.2 Grupo Controle

Composto por 91 individuos saudaveis, 82 do sexo feminino e 9 do sexo
masculino, sem sinais e/ou sintomas presentes de Disfuncdo Temporomandibular ou
histérico de DTM no passado, e com idade média de 35 anos (18 — 62 anos; DP =
11,04). O mesmo exame clinico realizado para a selecao dos pacientes com DTM
foi empregado na sele¢&o dos individuos assintomaticos.

Critérios de inclusao:

Individuos de ambos 0s sexos entre 18 a 60 anos de idades.

Critérios de exclusao:

Presenca das seguintes condi¢bes patologicas: Disfuncoes
Temporomandibulares articulares ou musculares, sindrome dolorosa miofascial
cervical, fiboromialgia, sindrome do intestino irritavel, sindrome da fadiga croénica,

cefaleia tipo tensional cronica, e migraneas cronicas.
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4.2 PROCEDIMENTOS

4.2.1 Anamnese

a) Escala de dor (Anexo D)

A Escala Visual Analdgica (EVA) foi utilizada para avaliar a intensidade da
dor relatada pelos pacientes no momento atual, a média de dor nos ultimos trinta
dias e a pior dor nos ultimos trinta dias. Ela é representada por uma reta de 100 mm,
onde na extremidade esquerda Ié-se “sem dor” e na direita lé-se “pior dor
imaginavel”’, e o paciente deve marcar, com um traco vertical cortando essa reta,
onde ele acha que sua dor estaria localizada naguele momento. Uma das vantagens
da EVA é reduzir a influéncia de respostas prévias, quando muitas e repetidas
respostas sao solicitadas a um mesmo paciente. Além disso, aumenta a
probabilidade de que cada resposta seja, de fato, baseada na experiéncia subjetiva
do momento (TORRANCE; FEENY; FURLONG, 2001).

b) Tempo de dor

Os pacientes foram questionados quanto ao histérico da dor, e sobre quando

eles sentiram pela primeira vez o sintoma de dor.

¢) Comorbidades dolorosas crénicas

Os pacientes foram questionados sobre diagndstico prévio de fibromialgia,
sindrome do intestino irritAvel e sindrome da fadiga cronica. JA as cefaleias
primarias foram classificadas obedecendo aos critérios propostos pela Segunda
Edicdo da Classificacdo Internacional de Cefaleia (HEADACHE CLASSIFICATION
SUBCOMMITTEE OF THE INTERNATIONAL HEADACHE SOCIETY, 2004,
OLESEN et al., 2006).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Headache%20Classification%20Subcommittee%20of%20the%20International%20Headache%20Society%5BCorporate%20Author%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Headache%20Classification%20Subcommittee%20of%20the%20International%20Headache%20Society%5BCorporate%20Author%5D
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4.2.2 Exame fisico

a) Limiar de dor a presséo (LDP)

As medicbes dos LDPs foram realizadas bilateralmente nas seguintes
regides: aspecto lateral da ATM, muasculo temporal (porcdo anterior), corpo do
masseter e calcanhar de Aquiles (sitio ndo trigeminal). As medi¢6es, em Kgf, foram
realizadas com a utilizacdo de um algdbmetro da marca KRATOS®, por meio de uma
haste com ponta circular plana de 1 cmz?, através da qual uma pressdo constante e
crescente de 0,5 kg/cm?/seg (REID; GRACELY; DUBNER, 1994) foi aplicada

perpendicularmente a area avaliada.

Enquanto a palpagdo era realizada com uma mao, a outra servia de
anteparo para que o paciente nao retirasse a cabeca da posicao (Figura 1). Quando
a pressdo passava a ser percebida como dor, 0 sujeito da pesquisa pressionava um
dispositivo que ficava em seu poder, registrando no visor do algbmetro o valor da

pressao nesse exato momento.

Figura 1 - Algometria do musculo masseter
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b) Exame fisico da articulacdo temporomandibular e musculatura

mastigatoria

Apos o teste do LDP, a ATM e sua musculatura foram fisicamente avaliadas
para que a DTM pudesse ser diagnosticada. O exame fisico sucedeu a algometria,
para evitar que o fenbmeno de somacédo temporal pudesse influenciar nos valores
de LDP. Durante a abertura bucal, a trajetéria e a amplitude do movimento
mandibular foram analisadas, bem como a presenca de sintomatologia dolorosa e de
ruidos articulares (estalos, crepitacdo, hipermobilidade). Tanto a ATM quanto os
musculos mastigatorios foram inspecionados quanto a sensibilidade a palpacdo. No
caso da musculatura mastigatoria, a presenca de pontos de gatilho e dor referida foi

considerada.

4.2.3 Avaliacao genética

A avaliacdo genética compreendeu a andlise de polimorfismos de
nucleotideo Unico (SNPs) de genes propostos como candidatos por contribuirem
para as DTMs, influenciando na percepc¢ao individual a dor (ZUBIETA et al., 2003;
DIATCHENKO et al., 2005; BUSKILA, 2007) ou na resposta inflamatéria (MOVAT,
1987; GORDON; WOFSY, 1990; SANDLER et al., 1998). Foram avaliados os
seguintes SNPs: COMT Val(158)Met (rs4680); TNFA-308 (rs1800629); IL6-174
(rs1800795); IL-1B-3954 (rs1143634); 1L10-592 (rs1800872); MMP1-1607
(rs1799750); TLR4-896 (rs4986790).

Tabela 1 - Polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) dos genes candidatos

Gene candidato SNP Ndmero de identificacdo de
referéncia do SNP (rs)

COMT AIG rs4680

TNFA G/A rs1800629

IL6 G/C rs1800795

IL-1B CIT rs1143634

IL10 C/IA rs1800872

MMP1 1G/2G rs1799750

TLR4 AIG rs4986790
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4.2.3.1 Coleta do material biolégico e extracdo de DNA

A saliva foi coletada utilizando-se o kit para coleta de DNA Oragene OG-
500™, seguindo as instrugdes do fabricante (DNA GENOTEK, 2004b). Os
participantes foram orientados a friccionar a lingua em torno do interior da boca por
cerca de 15 segundos e, em seguida, depositar cerca de 2 ml de saliva no copo de
coleta. Apés a coleta adequada, a tampa era colocada no frasco e fechada com
firmeza. Os copos de coleta sédo projetados de modo que, quando a tampa fica bem
presa, a solucdo do compartimento inferior do frasco é liberada e se mistura com a
saliva. Assim comeca a fase inicial de extragdo do DNA, estabilizando a amostra de
saliva para o armazenamento em longo prazo na temperatura ambiente ou em
freezers de baixa temperatura (BIRNBOIM, 2004; DNA GENOTEK, 2004a). Com
esse método, amostras inteiras podem ser estocadas e transportadas em
temperatura ambiente (ROGERS et al., 2007). Uma vez coletadas as amostras com
0 DNA Oragene OG-500™ a solucéo preserva a integridade do DNA, permitindo os
passos seguintes, realizados conforme previamente descrito na literatura
(CLAUDINO et al., 2008; FERREIRA et al., 2008; REPEKE et al., 2009; TROMBONE
et al., 2009; GARLET et al., 2010), compreendendo basicamente uma sequéncia de
fenol/cloroférmio seguida pela precipitacdo com solucéo de etanol. Uma vez isolado,
o DNA sera diluido em TE e quantificado em um nanofotémetro Nanodrop™,

também utilizado na analise da pureza e integridade da amostra.

Figura 2 - Kit para coleta de DNA
Oragene™
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Figura 3 - Coleta da saliva com Kit DNA
Oragene

Figura 4 - Processo de purificacdo do DNA: homogeneizagao e coleta de 500 pL
da solucéo (Oragene/saliva) para tubos Eppendorf de 1,5 mL

Figura 5 - Encubacdo da amotra a 50°C em
banho-maria por 1 hora
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Figura 6 - A) Solucao purificadora Oragene (Oragene Purifier); B) adicdo de 20 uL
nos 500 uL da solugdo Oragene/saliva; C) homogeneizacdo por vortex (5
segundos)
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Figura7 - A) Encubacdo da amostra em gelo por 10 minutos; B) amostra
Oragene/saliva/Purifier apds encubacéo; C) centrifugacéo a 13.000 rpm /5
min & temperatura ambiente

Figura 8 - A) Formacéo do pellet de impurezas; B) coleta do sobrenadante
sem o precipitado, para um novo Eppendorf de 1,5 mL

Figura 9 - A) Adicao de 500 pL de alcool absoluto; B) aguardar por
10 minutos e centrifugar a 13.000 rpm por 2 minutos a
temperatura ambiente
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Figura 10 - A) Pellet de DNA; B) descarte do sobrenadante; C) adicdo de 250 pL de
alcool a 70%; D) repouso de 1 minuto e novo descarte de sobrenadante

Figural1ll- A) Adicdo de 100 uL de solugéo tampao estabilizante
em pH 8.0; B) homogeneizacdo por vortex / 5
segundos e acondicionamento em geladeira por 48
horas

Figura 12 - Processo de quantificacdo de DNA - espectrofotdmetro Nanodrop™ (0,5 uL
da amostra)

4.2.3.2 Analise dos polimorfismos de nucleotideo unico (SNPs)

As analises dos SNPs alvo foram realizadas pelo método de discriminacdo
alélica baseado na técnica de PCR (polimerase chain reaction, ou reacdo em cadeia
da polimerase) em tempo real (Real Time PCR), com a utilizacdo de ensaios
TagMan™ SNP genotyping assays (Applied Biosystems, Foster City, CA), pré-
padronizados e validados experimentalmente. Tal técnica permite a analise dos
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alelos variantes de um SNP em um determinado segmento de DNA, consistindo de
um mix ja devidamente otimizado contendo, além dos reagentes caracteristicamente
presentes nas reacdes de PCR (DNTP, Taq polimerase e buffers proprios), um par
de oligonucleotideos (primers) e um par de sondas marcadas com fluor6foros
distintos (VIC e FAM) para cada um dos alelos alvo (alelo ancestral e alelo
polimérfico). Enquanto os oligonucleotideos sdo desenhados especificamente para
as regides adjacentes (upstream e downstream) ao sitio potencialmente polimorfico,
as sondas hibridam com o DNA de acordo com o alelo presente, sofrendo,
posteriormente, clivagem, pela acdo exonucleasica da Taq polimerase durante o
periodo de extensao, resultando, dessa forma, na liberacéo do fluoréforo da acéo do
quencher presente na sonda e emitindo fluorescéncia especifica, captada pelo
aparelho ViiA7 (Applied Biosystems, Foster City, CA). O software do aparelho, ao
final da reacdo, determina, entdo, a partir do tipo de fluorescéncia emitida pela
amostra, qual sonda hibridou-se em cada amostra, assim definindo o gendtipo alvo.
Se a mesma fluorescéncia € liberada por ambas as fitas de DNA, o individuo é
determinado como homozigoto para o alelo correspondente, enquanto a emissao
simultanea de fluorescéncias distintas caracteriza os individuos heterozigotos. Cabe
ressaltar que, previamente, todos os ensaios foram funcionalmente testados e
otimizados, e o protocolo técnico da reacdo foi executado de acordo com as
instrucdes do fabricante, uma vez que tal protocolo se mostra eficiente, de acordo
com nossa experiéncia prévia. Foram utilizados, basicamente, 10ng de DNA
genbmico da amostra, 1X TagMan™ SNP genotyping assays, 1X TagMan™
Universal MasterMix, H20 g.s.p. 5uL; tendo como condi¢des de ciclagem um passo
inicial de 30 seg a 60°C; 10 min a 95°C, seguidos de 40 ciclos de 15 seg a 92°C e 60

seg a 60°C, e um passo final, para leitura, de 30 seg a 60°C.
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Figura 13 - Adigado de 2 L de aliquotas de DNA, purificagdo com 0,25 uL
de agua MiliQ, 0,25 pL da solugdo de primers especificos
mais sonda e 2,5 pL da solugdo Genotyping MasterMix
(Oragene)

Figura 15 - A) Homogeneizagdo em vortex especifico para placas, por 10
segundos; B) solucdo Genotyping MasterMix (Oragene); C) primers
especificos para detec¢do dos SNPs analizados

Figura 16 - A) Aparelho ViiA™7 RealTimePCR; B) quadro demonstrativo
das etapas da PCR em tempo real
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4.3 ESTATISTICA

As diferencas entre as frequéncias dos polimorfismos estudados foram
avaliadas através do teste qui-quadrado (x%), e o risco associado aos genétipos e
alelos foi calculado como a razdo de chances (OR), com intervalos de confianca de
95% (IC). Os valores de LDP entre os grupos foram comparados através do teste t.
A andlise de possiveis diferengas entre os subgrupos de genaotipos com relacdo aos
valores de LDP, EAV e tempo de dor foram submetidos ao teste estatistico one-way
ANOVA, seguido pelo teste de Tukey, e as letras diferentes nos gréficos indicam
significancia estatistica entre os grupos investigados. Valores de p<0,05 foram
considerados estatisticamente significativos. Todos os testes estatisticos adequados
aos experimentos foram aplicados através dos programas GraphPad, InStat e
Prism5 (GraphPad, San Diego, CA).
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Os grupos apresentaram-se compativeis em relacdo a idade (p=0,354),
sendo que a idade média do grupo com DTM foi de 36 anos (DP=11,00) e a idade
média do grupo Controle foi de 34 anos (DP=11,47). Também observou-se

compatibilidade quanto a distribuicdo do sexo (p=1,0000).

5.1 FREQUENCIAS GENOTIPICAS E DE ALELOS DOS SNPs CANDIDATOS NOS
GRUPOS CONTROLE E DTM

N&o observamos associacdo entre o polimorfismo COMT Val(158)Met
(rs4680) e as DTMs. A presenca desse polimorfismo acometeu similarmente

individuos saudaveis e doentes: 84,61% e 82,90%, respectivamente (Tabela 2).

Tabela 2 - Comparacgéo das frequéncias genotipicas e de alelos do SNP COMT Val(158)Met (rs4680)
dos grupos Controle e com DTM

Genétipo C(_Jntrole _DTM p valor*

n=91 (%) n=152 (%)
AA 14 (15,39) 26 (17,10)
AG 47 (51,65) 81 (53,30) p=1,0000 IC=0,4416 - 1,950 OR=0,9280
GG 30 (32,96) 45 (29,60) p=0,6886 1C=0,3639 — 1,793 OR=0,8077
AG + GG 77 (84,61) 129 (82,90) p=0,8589 1C=0,4442-1,832 OR=0,9021
Alelos
A 75(41,20) 133 (43,75)
G 107 (58,80) 171 (56,25) p=0,6360 IC=0,6211-1,308 OR=0,9012

* teste-X"; IC= intervalo de confianga; OR= odds ratio; * p<0,05.

Encontramos associacdo entre o polimorfismo TNFA-308 (1800629) e as
DTMs. Apenas 13,18% dos individuos saudaveis apresentaram esse polimorfismo

genético, enquanto 26,97% dos portadores de DTM o apresentaram (Tabela 3).
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Tabela 3 - Comparacéao das frequéncias genotipicas e de alelos do SNP TNFA-308 (rs1800629) dos
grupos Controle e com DTM

Controle DTM

Genotipo n=91 (%) n=152 (%) p valor*

GG 79 (86,81) 111 (73,02)

GA 08 (8,79) 32(21,05) p=0,0116* IC=1,256 — 6,569 OR=2,873
AA 04 (4,4) 09 (5,93) p=0,5649 IC=0,4804 - 5,435 OR=1,616
GA +AA 12 (13,18) 41 (26,97) p=0,0107* 1C=1,212 - 4,968 OR=2,454
Alelos

G 166 (91,20) 254 (83,55)

A 16 (8,8) 50 (16,45) p=0,3087  IC=0,7798 — 2,612 OR=1,427

* teste-X"; IC= intervalo de confianca; OR= odds ratio;* p<0,05.

A substituicdo de um alelo G por A foi significativamente mais prevalente no
Grupo com DTM (21,05%), em comparagédo ao Grupo Controle (8,79%) (p=0,0116).
N&o houve diferenca entre os grupos com relacdo ao numero de sujeitos com ambos
os alelos polimorficos (AA) (p=0,5649). Quando os gendtipos polimorficos foram
agrupados, observou-se que a presenca de variantes polimorficas (GA ou AA) foi o
dobro no Grupo com DTM (26,97%), quando comparado com o Grupo Controle
(13%) (p=0,0107).

As frequéncias genotipicas e de alelos dos demais SNPs investigados [IL6-
174 (rs1800795); IL-183954 (rs1143634); IL10-592 (rs1800872); MMP1-1607
(rs1799750); TLR4 (rs4986790)] estao descritas nas Tabelas 4 a 8, respectivemente.
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Tabela 4 - Comparacdo das frequéncias genotipicas e de alelos do SNP IL6-174 (rs1800795) nos
grupos Controle e com DTM

Genotipo CEmtroIe _DTM p valor*

n=91 (%) n=152 (%)
GG 40 (43,95) 81 (53,28)
GC 45 (49,45) 53 (34,86) p=0,0696 IC=0,3359 - 1,007 OR=0,5816
CcC 06 (6,6) 18 (11,84) p=0,4835 IC=0,5457 — 4,022 OR=1,481
GC +CC 51 (56,05) 71(46,71) p=0,1854 IC=0,4077 —-1,159 OR=0,6875
Alelos
G 125 (68,68) 215 (70,72)
C 57 (31,32) 89 (29,28) p=0,6828 IC=0,6091 -1,353 OR=0,9078

* teste-X*; IC= intervalo de confianca; OR= odds ratio; * p<0,05.

Tabela 5 - Comparagdo das frequéncias genotipicas e de alelos do SNP IL-718 (rs1143634) nos
grupos Controle e com DTM

Genétipo Cfmtrole _DTM p valor*

n=91 (%) n=152 (%)
cC 56 (61,53) 104 (68,42)
CT 34 (37,36) 45 (29,60) p=0,2572 1C=0,4106 — 1,237 OR=0,7127
TT 01 (1,10) 03 (1,98) p=1,0000 1C=0,1552-15,06 OR=1,5290
CT+TT 35 (38,46) 48 (31,58) p=0,2079 1C=0,4044 -1,208 OR=0,6989
Alelos
C 146 (80,21) 253 (83,22)
T 36 (19,78) 51 (16,78) p=0,4634 1C=0,5095-1,312 OR=0,8175

* teste-X"; IC= intervalo de confianga; OR= odds ratio; * p<0,05.

Tabela 6 - Comparagdo das frequéncias genotipicas e de alelos do SNP [L10-592 (rs1800872) nos
grupos Controle e com DTM

Genotipo Ci)ntrole _DTM p valor*

n=91 (%) n=152 (%)
cC 35 (38,46) 60 (39,47)
CA 44 (48,35) 77 (50,65) p=1 IC=0,5844 - 1,783 OR=1,021
AA 12 (13,18) 15 (9,86) p=0,5070 IC=0,3066 — 1,734 OR=0,7292
CA+CC 56 (61,53) 92 (60,52) p=0,8928 IC=0,5623 - 1,633 OR=0,9583
Alelos
C 114 (62,63) 197 (64,80)
A 68 (37,36) 107 (35,19) p=0,6962 IC=0,6217 — 1,334 OR=0,9106

* teste-X"; IC= intervalo de confianga; OR= odds ratio; * p<0,05.
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Tabela 7 - Comparacéo das frequéncias genotipicas e de alelos do SNP MMP1-1607 (rs1799750)
nos grupos Controle e com DTM

Genotipo Cf)ntrole _DTM p valor*

n=91 (%) n=152 (%)
1G/1G 24 (26,37) 42 (27,63)
1G/2G 42 (46,15) 69 (45,39) p=0,8736 IC=0,4992-1,765 OR=0,9388
2G/2G 25 (27,48) 41 (26,98) p=1,0000 IC=0,4624 - 1,899 OR=0,9371
1G/2G + 2G/2G 67 (73,62) 110 (72,36) p=0,9382 IC=0,5219-1,686 OR=0,8822
Alelos
1G 90 (49,45) 153 (50,33)
2G 92 (50,55) 151 (49,67) p=0,9253 IC=0,6686 — 1,394 OR=0,9655

* teste-X*; IC= intervalo de confianca; OR= odds ratio; * p<0,05.

Tabela 8 - Comparagédo das frequéncias genotipicas e de alelos do SNP TLR4 (rs4986790) nos
grupos Controle e com DTM

Genétipo Ci)ntrole _DTM p valor*

n=91 (%) n=152 (%)
AA 87 (95,6) 145 (95,4)
AG 04 (4,40) 06 (3,95) p=1,0000 IC=0,2470 - 3,280 OR=0,900
GG - 01 (0,65) p=1,0000 IC=0,0726 — 44,81 OR=1,804
AG + GG 04 (4,40) 07 (4,60) p=1,0000 IC=0,2987 — 3,691 OR=1,050
Alelos
A 178 (97,8) 296 (97,4)
G 04 (2,20) 08 (2,60) p=1,0000 IC=0,3569 — 4,053 OR=1,203

* teste-X"; IC = intervalo de confianca; OR = odds ratio; * p<0,05.
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5.2 SENSIBILIDADE DOLOROSA MECANICA NOS GRUPOS CONTROLE E DTM

Os valores de LDP para a ATM, temporal anterior (TA) e masseter (M) foram
mais baixos para o grupo com DTM, quando comparado com o grupo Controle. Ja o
LDP para o tenddo de Aquiles (TAQ) ndo apresentou diferenca significativa entre os
grupos (Figura 17).

ATM TA

64 81 *
o o
uT T
% g KO
=4 2 61 3 .
g 4 g
«T T
S S 44
=} o
S 24 3 3
5 52 il
g g ...:E....
-} -}

C T T C T T

Controle DTM Controle DTM
TAQ M

251 61 *
o o
T AT .
& 20- . g .
2 =
< S /- . .
o =% .
« 157 «© .oszzo.
s . =
o 10 33028° o
© 0es2%000s0000esd o 21
5] S
g g 8
£ ot £
3 '!:55!’ 5

0 T 0 T t

Controle Controle DTM

Figura 17 - Comparacéo dos valores de LDP entre os grupos Controle e com DTM. No
sentido horério, os valores de LDP da ATM, temporal anterior, masseter e
tend&o de Aquiles
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5.3 OS SNPs CANDIDATOS E A SENSIBILIDADE DOLOROSA MECANICA

A comparacdo dos valores de LDPs entre os diferentes gendtipos dos
individuos com DTM demonstrou que o SNPs COMT Val(158)Met e IL6-174 estao
associados a maior sensibilidade dolorosa. Os individuos portadores de pelos
menos um alelo polimérfico - COMT Val(158)Met - apresentaram valores menores
de LDP para ATM e masseter; e individuos com dois alelos polimorficos

apresentaram maior sensibilidade a palpacao do tendao de Aquiles (Figura 18).
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Figura 18 - Sensibilidade dolorosa mecéanica entre os diferentes gendtipos do
SNP COMT Val(158)Met (rs4680). No sentido horario, os valores
de LDP da ATM, temporal anterior, masseter e tenddo de Aquiles
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Pacientes portadores de dois alelos TNFA-308 polimorficos apresentaram-se

menos sensiveis em todos os sitios avaliados. Ja os individuos com um alelo

polimorfico apresentaram-se menos sensiveis a pressao no temporal anterior do que

aqueles com nenhum polimorfismo (Figura 19).
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Figura 19 - Sensibilidade dolorosa mecanica entre os diferentes gendtipos do
SNP TNFA-308 (rs1800629). No sentido horario, os valores de
LDP da ATM, temporal anterior, masseter e tend&do de Aquiles
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Com relagdo ao SNP 1L6-174, individuos ndo portadores de alelos
polimorficos apresentaram maiores valores de LDP para ATM e tenddo de Aquiles
(Figura 20).
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Figura 20 - Sensibilidade dolorosa mecanica entre os diferentes genoétipos do
SNP IL6-174 (rs1800795). No sentido horario, os valores de LDP
da ATM, temporal anterior, masseter e tenddo de Aquiles
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Os pacientes portadores de dois alelos IL-168-3954 polimorficos
apresentaram-se menos sensiveis a pressdo na ATM, masseter e tenddo de
Aquiles. Portadores de um alelo polimérfico também apresentaram menor
sensibilidade a pressao no tenddo de Aquiles do que individuos sem polimorfismo
(Figura 21).

ATM TA
61 a a b 8- a a a
l=}
«T o
[s3 ®e ° T
S g
S 44 2 61 .
«© o
S o
o —
4
3 2- 3
8 3
£ 5 2
€
0 v T T =
cc cT TT -
0
DTM
TAQ
251 a b ab 5

20

Limiar de dor a palpacéao
Limiar de dor a palpacao

DTM DT™M

Figura 21 - Sensibilidade dolorosa mecanica entre os diferentes gendtipos do
SNP [IL-718-3954 (rs1143634). No sentido horario, os valores de
LDP da ATM, temporal anterior, masseter e tenddo de Aquiles
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Os SNPs IL10-592 e MMP1-1607 nao influenciaram a sensibilidade dolorosa
mecanica em nenhuma regido pesquisada (ATM, temporal anterior, masseter,

tendao de Aquiles) (Figuras 22 e 23).
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Figura 22 - Sensibilidade dolorosa mecanica entre os diferentes genétipos do
SNP IL10-592 (rs1800872). No sentido horéario, os valores de
LDP da ATM, temporal anterior, masseter e tendao de Aquiles
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Figura 23 - Sensibilidade dolorosa mecénica entre os diferentes genoétipos
do SNP MMP1-1607 (rs1799750). No sentido horario, os valores
de LDP da ATM, temporal anterior, masseter e tend&o de Aquiles
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Os portadores de dois SNPs TLR4-896 polimorficos apresentaram uma
tendéncia generalizada a menor sensibilidade mecénica em todas as areas
avaliadas, sendo essa diferenca estatisticamente significativa para o tendao de

Aquiles (Figura 24).
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Figura 24 - Sensibilidade dolorosa mecanica entre os diferentes genétipos do
SNP TLR4-896 (rs4986790). No sentido horario, os valores do
LDP da ATM, temporal anterior, masseter e tend&o de Aquiles
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5.4 OS SNPs CANDIDATOS, A INTENSIDADE E O TEMPO DE DOR

A presenca ou ndo dos SNPs avaliados néo influenciou significativamente
nos valores das trés EVAs (dor atual, pior dor nos ultimos 30 dias, média de dor dos

altimos 30 dias), nem o tempo de dor, entre os individuos portadores de DTM.
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Figura 25 - Teste de associacdo entre o SNP COMT Val(158)Met (rs4680) e a intensidade
de dor. Da esquerda para a direita, os valores das EVAL, EVA2 e EVA3
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Figura 26 - Teste de associacao entre 0 SNP TNFA-308 (rs1800629) e a intensidade de dor.

Da esquerda para a direita, os valores das EVA1, EVA2 e EVA3
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Figura 27 - Teste de associacdo entre o SNP IL6-174 (rs1800795) e a intensidade de dor.

Da esquerda para a direita, os valores das EVA1, EVA2 e EVA3
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Figura 28 - Teste de associacdo entre o SNP IL-18 (rs1143634) e a intensidade de dor.

esquerda para a direita, os valores das EVA1, EVA2 e EVA3
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Figura 29 - Teste de associacdo entre o SNP IL10-592 (rs1800872) e a intensidade de dor.
Da esquerda para a direita, os valores das EVAL, EVA2 e EVA3
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Figura 30 - Teste de associacdo entre o SNP MMP1-1607 (rs1799750) e a intensidade de
dor. Da esquerda para a direita, os valores das EVAL, EVA2 e EVA3
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Figura 31 - Teste de associacéo entre 0 SNP TLR4 (rs4986790) e a intensidade de dor.
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Figura 32 - Teste de associagdo entre o SNP COMT
Val(158)Met (rs4680) e o tempo de dor
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Figura 33 - Teste de associacdo entre o SNP TNFA-308
(rs1800629) e o tempo de dor
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Figura 34 - Teste de associacdo entre o SNP IL6-174
(rs1800795) e o tempo de dor
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Figura 35- Teste de associacdo entre o SNP IL-18
(rs1143634) e o tempo de dor
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Figura 36 - Teste de associacdo entre o SNP 1L10-592
(rs1800872) e o tempo de dor
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Figura 37 - Teste de associagdo entre o SNP MMP1-1607
(rs1799750) e o tempo de dor
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6 DISCUSSAO

A hipétese nula foi rejeitada, uma vez que houve diferenca entre as
frequéncias genotipicas do SNP TNFA-308 entre os grupos, estando o polimorfismo
TNFA-308 (1800629) associado as DTMs. Aléem do TNFA-308, os SNPs COMT
Val(158)Met, IL6-174, IL-18-3954 e TLR4-896 foram capazes de influenciar a
sensibilidade dolorosa mecéanica em individuos doentes, o que pode ser entendido
como uma diminuicdo da capacidade de tolerar pressao, gerando sinais, apesar de
néo configurarem sintomas classicos dolorosos das DTMs.

O polimorfismo funcional do gene COMT Val(158)Met (rs4680), que
codifica uma substituicdo de valina por metionina, produz uma enzima COMT com
menor estabilidade térmica, resultando na diminuicdo de sua atividade enzimética
(LOTTA et al., 1995; ZUBIETA et al., 2003). Tem sido aceito que a variabilidade
genética no cédon 158 seja a fonte primaria da variabilidade individual da atividade
da COMT em humanos (MANNISTO; KAAKKOLA, 1999). O SNP COMT
Val(158)Met esta significativamente associado a fibromialgia e a dor crénica
generalizada. Ja no caso das condi¢c6es dolorosas musculoesqueléticas, uma meta-
analise envolvendo quatro estudos demonstrou ndo haver tal associacao
(TAMMIMAKI; MANNISTO, 2012). Da mesma forma, o presente estudo demonstrou
que o SNP COMT Val(158)Met néo foi mais prevalente no grupo com DTMs do que

no grupo Controle.

Foi sugerida, por Shifman et al. (2002); Bray et al. (2003); Diatchenko et
al., (2005) a construcdo de haplétipos para investigacbes da relacdo entre o
polimorfismo da COMT e desordens afetivas ou dolorosas em humanos, uma vez
gue, em muitos casos, a associacdo observada, levando em consideracdo apenas o
SNP COMT Val(158)Met, € relativamente modesta. Diatchenko et al. (2005)
descreveram 3 haplétipos comuns capazes de predizer a sensibilidade dolorosa.
Esses haplo6tipos foram chamados de LPS (low pain sensitivity), APS (average pain
sensitivity) e HPS (high pain sensitivity). Demonstraram que a presenca de apenas
um haplotipo LPS diminui em 2,3 vezes a chance de desenvolvimento de DTM
muscular. Foi também demonstrado que o tratamento ortodontico pode ser

considerado um fator de risco para as DTMs em portadores de hapl6tipos COMT
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sensiveis a dor, o que ndo foi visto nos portadores de haploétipos resistentes a dor.
Baseado nesses resultados foi sugerido o uso dos haplétipos da COMT como
marcadores de risco para DTM em pacientes submetidos ao tratamento ortodéntico
(SLADE et al., 2008).

De maneira interessante, Marbach e Levitt (1976) relataram que pacientes
com dores faciais, comparaveis a DTM, apresentaram niveis urinarios aumentados
para os metabdlitos de catecolaminas e expressdo diminuida da atividade
eritrocitaria da COMT, sugerindo sua participacdo nessa condicdo persistente de

dor.

Apesar de néo termos encontrado associacao direta entre o SNP COMT
Val(158)Met e a DTM, observamos que, dentro do grupo de individuos com DTM,
aqueles portadores do SNP COMT Val(158)Met apresentaram LDP
significativamente menor, sendo, portanto, mais sensiveis ao estimulo mecéanico
causado pela pressao. Esse resultado esta de acordo com aquele apresentado por
Mobascher et al. (2010), onde individuos homozigotos para o alelo Met(158)
apresentaram, no exame de ressonancia magnética funcional, maior resposta no

coértex cingulado anterior ao estimulo doloroso provocado por laser.

O polimorfismo COMT Val(158)Met pode afetar o processamento da dor
de vérias maneiras. Por exemplo, diminuindo o metabolismo da epinefrina, também
envolvida na modulacdo da dor. Khasar, McCarter e Levine (1999) demonstraram
gue a epinefrina, mesmo na auséncia de injuria neuronal, induz a hiperalgesia em
ratos através da estimulagdo de receptores 2-adrenérgicos. De forma consistente
com essa hipétese, foi demonstrado que a inibicdo farmacolégica da COMT, com um
inibidor seletivo da COMT (OR486), produziu uma rapida e profunda hiperalgesia
mecanica, que foi bloqueada por antagonistas nao seletivos [(-adrenérgico
(Propanolol) (NACKLEY et al., 2006). Ademais, foi observado que individuos com
haplotipos que determinam atividade enzimatica menor da COMT e maior
sensibilidade a dor, também foram beneficiados com o tratamento com o Propanolol
(TCHIVILEVA et al., 2010).

O gendtipo do SNP COMT Val(158)Met também esta envolvido na
resposta autondmica e nha recuperacdo apos estresse psicossocial. Criancas
submetidas ao estresse agudo, quando portadoras de pelos menos um alelo Met,

apresentaram menor aumento da frequéncia cardiaca (FC), recuperacdo mais lenta
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da FC e maior diminuicdo da variabilidade da FC (VFC) do que aquelas portadoras
de dois alelos Val. Teoricamente, esse polimorfismo regularia para baixo
(downregulation) a resposta do sistema nervoso autdbnomo simpatico (SNS),
podendo impactar regides cerebrais responsaveis por iniciar as reacdes ao estresse
(MUELLER et al., 2012). Além da menor reacdo autondmica ao estresse, 0s maiores
niveis de catecolaminas associados a presenca do alelo Met(158) também estdo

envolvidos com menor modulacéo de dor mediada pelo sistema opioide.

E notdrio que a dopamina pode modular a atividade do sistema opioide
enddgeno, indiretamente, através da regulagcéo das encefalinas neuronais (GEORGE;
KERTESZ, 1987; CHEN; ALOYO; WEISS, 1993; ZUBIETA et al., 2003). Individuos
homozigotos para o alelo Met(158) (met/met), quando submetidos a dor experimental
(injecdo da solucdo hipertbnica no muasculo masseter), apresentaram menores
respostas do sistema opioide regional, em comparacdo com individuos heterozigotos.
Esses efeitos foram acompanhados por avaliagbes sensorial e afetiva da dor mais
elevada e a um estado afetivo mais negativo. Efeitos opostos foram observados em
individuos homozigotos para o alelo Val(158) (val/val). Portanto, a hiperatividade
cronica do sistema dopaminérgico induzida pelo SNP COMT Val(158)Met esta
associada a uma menor capacidade de ativar a neurotransmissdo opioide sob
provocacdo, em funcdo do menor contedado neuronal de encefalinas (ZUBIETA et al.,
2003; RAKVAG et al., 2008).

Heinz e Smolka (2006) observaram as respostas dos diferentes genotipos
do SNP COMT Val(158)Met durante tarefas cognitivas e estimulos afetivos.
Curiosamente, observaram que o alelo Met(158) parece beneficiar a execucédo de
tarefas relacionadas a atengdo ou memoria, enquanto o alelo Val(158) parece ser
vantajoso durante o processamento de estimulos emocionais aversivos. O mesmo
grupo, em outro estudo, observou que o gendtipo do COMT Val(158)Met nédo teve
impacto sobre a ativacdo cerebral apds estimulos agradaveis; no entanto, estava
relacionado com a resposta neural apds estimulos desagradaveis. O aumento da
ativacao limbica e pré-frontal provocada por estimulos desagradaveis em individuos
com mais alelos Met(158) poderia contribuir para a baixa resiliéncia emocional
contra estados negativos de humor (SMOLKA et al., 2005). Dessa forma, pode ser

gue o SNP COMT Val(158)Met afete a atividade cerebral, em resposta aos estimulos
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dolorosos, de forma vaga, agindo em diferentes dominios cognitivos (MOBASCHER
et al., 2010).

Corroborando essa hipotese, Olsson et al. (2005) demonstraram que a
ansiedade episddica persistente (panico/fobia) é duas vezes mais frequente em
individuos portadores do gendétipo Met(158)Met. Uma vez que os genotipos Val/Met
e Met/Met comprometem a atividade da enzima COMT, imitando a acdo dos
medicamentos antidepressivos modernos, poderiamos esperar que portadores
desses gendtipos apresentariam uma diminuicdo do risco para disturbios de humor,
e ndo o contrario. Contudo, diferentes estudos contradizem essa hipétese,
mostrando um aumento do risco entre portadores do alelo Met(158). A explicacao
para esse fato € parecida com aquelas ja apresentadas para o SNA e sistema
opioide, o nivel elevado de aminas cerebrais pode afetar a sua disponibilidade
durante periodos criticos do desenvolvimento neurologico da infancia até a
adolescéncia (ENOCH et al., 2003; OLSSON et al., 2005).

A frequéncia de variacbes genéticas relacionadas com a atividade
enzimética diminuida da COMT é maior em pacientes portadores de fibromialgia e,
entre os fibromialgicos, os portadores de gendtipo met/met apresentaram maior
sensibilidade a dor térmica e mecanica (MARTINEZ-JAUAND et al., 2013). Enoch et
al. (2003) apresentam evidéncias de uma associacdo entre o alelo Met(158) e um
possivel indicador de sensibilizacdo neural — o eletroencefalograma em repouso
tipicamente de baixa voltagem (caracterizado pelo "estado de repouso” minimo, uma
forma de onda). Outra prova do envolvimento do SNP COMT Val(158)Met no
processo de sensibilizacdo central foi apresentada por Diatchenko et al. (2006b), uma
vez que demonstraram que esse desempenha papel primordial na variabilidade do
processo de somacdo temporal da dor. Individuos homozigotos met/met
apresentaram maior grau de somacao temporal do que individuos homozigotos
val/val. Evidéncias apontam para o protagonismo dos receptores adrenérgicos 82 e 33
(integrantes das fibras nociceptivas) no processo de sensibilizagdo, através da

ativacdo de proteinas quinases (NACKLEY et al., 2007).

Recentemente, tem-se reconhecido o papel dos mediadores pro-
inflamatorios, incluindo as citocinas (TNF-a, IL-6 e IL-1B), prostaglandinas e
espécies reativas de oxigénio, na mediacdo da sensibilidade dolorosa (MAIMONE et
al., 1993; BURYSEK; HOUSTEK, 1997; SOMMER; KRESS, 2004; MARCHAND;
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PERRETTI; MCMAHON, 2005). Observou-se que a ativagdo dos receptores
adrenérgicos 2 nas células na periferia (FROST; NYSTROM; LANG, 2004) ou do
sistema nervoso central (MAIMONE et al., 1993) promove a sintese e liberacdo de
IL-6. Aléem disso, a ativacdo de receptores adrenérgicos em adipdcitos estimula a
transcricio de IL-6 (BURYSEK; HOUSTEK, 1997). Extrapolando-se esses
resultados, foi demonstrado em ratos que a inibicdo sistémica da enzima COMT
aumenta os niveis plasmaticos de TNF-a, IL-6 e IL-18 por meio dos receptores
adrenérgicos 82 e B3 (NACKLEY et al., 2005 apud NACKLEY et al., 2007). Se, por
um lado, a inibicdo da COMT aumenta os niveis plasmaticos de TNFA, foi também
demonstrado que o TNFA, por sua vez, é capaz de regular para baixo a transcri¢cao
proteica da COMT, por meio da ativacdo candnica (classica) do fator de transcricéo
NF-kB (TCHIVILEVA et al., 2009). Com base nesses resultados, acreditamos que
seria pertinente a investigacdo futura da relagcéo entre as variantes dos genes COMT
e TNFA.

O presente estudo apresenta, de forma pioneira, a associacdo entre o
SNP TNFA-308 e as DTMs. Pacientes portadores de DTMs mostram 2,87 vezes
mais chance de apresentar o gendtipo GA do polimorfismo TNF-308 do que o0s
individuos controle. Essa associacdo ja havia sido definida em outras patologias
inflamatorias cronicas, como a doenca periodontal, a artrite reumatoide, a sindrome
do intestino irritavel, a doenca de Crohn e as migraneas (CORREA; GOMEZ;
ANAYA, 2004; FERREIRA et al., 2005; RODRIGUEZ-CARREON et al., 2005; VAN
DER VEEK et al.,, 2005; LONGONI; FERRARESE, 2006; LEE; JI; SONG, 2007,
SCHURKS et al., 2009; TROMBONE et al., 2009; BOECHAT et al., 2013).

O fato de o SNP TNFA-308 estar associado as DTMs e a outras
comorbidades dolorosas cronicas levanta a discussdo do envolvimento do TNFA no
processo de sensibilizacdo central (ANDRADE et al., 2011). No sistema nervoso,
guando uma lesao periférica ocorre, produz ativagdo da microglia no corno dorsal da
medula espinhal (KREUTZBERG, 1996; INOUE, 2006). Esse processo inclui a
ativacdo dos receptores P2X4, seguida pelo influxo de Ca®'e liberagcdo de TNFA,
que se difunde modificando a excitabilidade neuronal e, consequentemente, a
percepcédo da dor (HIDE et al., 2000; SUZUKI et al., 2004). Acredita-se que a dor
miofascial temporomandibular represente uma desordem neurosensorial com

envolvimento da sensibilizacio periférica e central dos nociceptores musculares. E
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muito provavel que a dor referida, sinal patognomdnico da dor miofascial, ocorra
secundariamente a fendmenos centrais, como a convergéncia e a ativacdo dos
neurdnios de segunda ordem adjacentes no subnuicleo caudal do tronco encefalico.
Isso explicaria a expansao do campo receptivo, a reducado do limiar de estimulacéo e
a alodinia associada aos pontos de gatilho ativos (MERRILL, 2007). O processo de
sensibilizacdo central da dor miofascial pode explicar o insucesso das terapias
periféricas no tratamento dessas condicbes (WOOLF; SALTER, 2000; KOH;
ROBINSON, 2004; LATREMOLIERE; WOOLF, 2009).

Além de alteracdes microscopicas, como o aumento da frequéncia das
correntes espontaneas pos-sinpticas excitatérias (KAWASAKI et al., 2008), o TNF-a
pode provocar alteracbes macroscopicas, observadas durante exames de
ressonancia magnética funcional. Os alelos A do SNP TNFA-308 G/A foram
associados a um hipocampo de menor volume em individuos saudaveis. Um dos
integrantes do sistema limbico, o hipocampo desempenha papel crucial na
manutencdo das fun¢des cognitivas, na regulacdo do sono e da dor (EMAD et al.,
2008). O TNF-a atua através de dois receptores de superficie celular distintos: o
TNFR1 (neurodegenerativo) e o0 TNFR2 (neuroproliferativo). No hipocampo, a razéo
entre a afinidade dos receptores parece ser deslocada para TNFR1, assim
exercendo maior efeito neurodegenerativo. Dessa forma, o volume reduzido do
hipocampo em individuos portadores dos alelos A do polimorfismo TNFA-308 G/A
pode ser explicado uma vez que esses produzem niveis mais elevados de TNF-q,
gue exerce efeito neurodegenerativo nessa regido do cérebro (BAUNE et al., 2012).
Em ratos, o TNF-a sensibilizou outras areas cerebrais reativas ao estresse, como o
hipotdlamo e a amigdala; sendo passivel, portanto, de influenciar na resposta a
agressdes traumaticas ou imunoldgicas, e ser relevante nas patologias
comportamentais (HAYLEY et al., 2001).

Essas evidéncias poderiam explicar o fato de a influéncia do polimorfismo
TNFA-308 G/A nao estar restrita as DTMs articulares, com etiopatogenia
inflamato6ria, mas também abranger as desordens musculares com etiopatogenia
mais complexa e relacionada a cognicao, ao estresse, ao sono e a percepcao da dor
(SMITH; HAYTHORNTHWAITE, 2004; AYESH; JENSEN; SVENSSON, 2008; VAN
SELMS et al., 2008; WEISSMAN-FOGEL et al., 2011; STAUD, 2012).
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Em acordo com os resultados do presente estudo, o SNP TNFA-308 foi
previamente associado com o transtorno somatoforme mdultiplo (TSM). Quando a
origem organica de uma dor crénica ndo € detectada, mesmo apos exame adequado
e minucioso, os sintomas podem ser classificados como uma sindrome somatica
funcional (SSF), como por exemplo, a fibromialgia, a SIl e a DTM. O uso do termo
transtorno somatoforme mudltiplo (TSM) indica um ponto de vista mais amplo,
englobando a abrangente sobreposicdo de sintomas. Sindromes com fenotipos
aparentemente diferentes apresentam, muitas vezes, a dor cronica como o principal
sintoma e a sensitizagdo central como mecanismo responsavel por essa
hipersensibilidade. Um estudo recente observou frequéncia aumentada do alelo A do
polimorfismo TNFA-308 em um grupo de 148 pacientes diagnosticados como TSM,
guando comparados com o grupo Controle. Os autores, portanto, hipotetizaram que
o alelo A tem um efeito de risco, enquanto o alelo G parece ter um efeito protetor no
TSM (HARMS et al., 2013).

Apesar da associagao encontrada entre a DTM e o SNP TNFA-308, esse
altimo esteve relacionado a menor sensibilidade dolorosa mecanica experimental
entre os individuos doentes em todos os sitios avaliados (Figura 19).
Inesperadamente, observamos fendbmeno similar em outros genétipos avaliados. Os
resultados mostraram, de maneira contundente, a relacdo entre genotipos
reconhecidamente associados a maior transcricdo de citocinas inflamatérias e uma
menor sensibilidade dolorosa mecanica. Portadores do genétipo G/G do SNP IL6-
174, sem nenhum alelo polimérfico, apresentaram menor sensibilidade dolorosa
para ATM e tenddo de Aquiles (Figura 20). Ressaltamos que, no caso do SNP IL6-
174 (G/C), o alelo C implica na transcri¢édo reduzida da IL-6, em comparagéo com o
alelo G (FISHMAN et al., 1998). Portanto, assim como foi observado para o TNFA-
308, gendtipo pro-inflamatorio, nesse caso, ndo polimérfico (G/G), esteve
relacionado com menor sensibilidade dolorosa. Ainda, doentes portadores de dois
alelos IL-713-3954 polimérficos, relacionados com maior producdo dessa citocina
(POCIOT et al., 1992; BUCHS et al., 2001), apresentaram menores valores de LDP
para a ATM, masseter e tendédo de Aquiles, quando comparados com portadores de
um ou nenhum alelo polimérfico. Para o LDP do tenddo de Aquiles, individuos
heterozigotos também apresentaram menor sensibilidade do que individuos sem

polimorfismo (Figura 21). Por fim, portadores de dois SNPs TLR4-896 polimorficos
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(Asp299Gly) apresentaram uma tendéncia a menor sensibilidade mecancia em
todos os sitios avaliados, sendo essa diferenca estatisticamente significativa para o
tenddo de Aquiles. Foi demonstrado que a presenca do alelo Asp299Gly é
acompanhada por um estado pro-inflamatorio, com maior producdo de TNFA

(FERWERDA et al., 2008), portanto, associado a propensdo genética para a

sinalizacao pré-inflamatéria.

Esses resultados (contraditorios, em um primeiro momento) estdo de
acordo com o trabalho de Liang et al. (2006) onde foi relatado que, em ratos, a
inflamacé&o crbnica foi capaz de potencializar a analgesia provocada pela morfina,
sendo que essa analgesia pode variar entre as diferentes linhagens. Isso demonstra
a importancia da interacdo entre a inflamacéo crénica e a genética ha modulacdo do
potencial analgésico da morfina. Stein, Gramsch e Herz (1990) também
demonstraram que o efeito antinociceptivo provocado pela morfina em ratos normais
foi 1/4 do observado em ratos artriticos, com inflamacao cronica. O mesmo grupo,
em outro estudo, induziu inflamacao localizada em uma das patas traseiras de ratos,
por meio de injecao de adjuvante de Freund. Depois de alguns dias, os ratos foram
submetidos a natacdo em agua fria (cold water swim), um estimulo ambiental
conhecido por ativar vias opioides intrinsecas. Ap6s a natacdo, o limiar de dor a
pressdo aumentou significativamente mais na pata inflamada do que na néo
inflamada. Esse efeito antinociceptivo foi revertido localmente, mas nao
sistemicamente, pelo antagonista opioide naloxona. Também observaram efeito
antinociceptivo produzido pela injecao de endorfina-beta sintética, que, por sua vez,
foi revertido pelo naloxona e pelos antagonistas especificos de receptores mu e
sigma. Dessa forma, demonstraram ocorrer recrutamento de receptores opioides
periféricos através da liberacdo de endorfinas-beta em situagbes proé-inflamatorias.
(STEIN; GRAMSCH; HERZ, 1990).

Como visto acima, o sistema imune usa mecanismos de migracgao celular
nao s6 para combater agentes patogénicos, mas também para controlar a dor. A
migracao de leucécitos, em geral, acontece em varias etapas, envolvendo a ativagéo
sequencial de moléculas de adeséo localizadas nas células do sistema imunoldgico
e do endotélio vascular. Em condi¢des inflamatorias periféricas, células imunes
contendo opioides migram para o tecido inflamado, onde elas liberaram os peptideos
opioides e, entdo, seguem para o linfonodo local, esgotadas de endorfina-beta
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(MACHELSKA, 2007; STEIN; LANG, 2009; BUSCH-DIENSTFERTIG; STEIN, 2010).
Vérios fatores podem ser responsaveis pelo desencadeamento dessa liberacao,
incluindo estimulos ambientais como 0 estresse, que provoca a liberacdo de
noradrenalina pelos neurdnios simpaticos; e fatores inflamatorios locais como a IL-
1B ou o fator liberador de corticotropina (BINDER et al., 2004). Adrenalina, fator
liberador de corticotropina, IL-13 e quimiocinas podem ativar seus respectivos
receptores na superficie celular dos leucdcitos para que esses secretem peptideos
opioides. Essa secrecdo é dependente de calcio, ou de elevadas concentracfes
extracelulares de potassio. Os peptideos opioides liberados ativam os receptores
opioides dos terminais dos neurbnios sensoriais periféricos, para produzirem
analgesia endogena por meio da interacdo com o0s canais idnicos e da diminuicao da
liberacdo de substancia P e CGRP (CABOT et al., 1997; STEIN; LANG, 2009; HUA,
CABOT, 2010).

A inflamacao também facilita 0 acesso dos opioides aos seus receptores,
por interromper a barreira perineural; e aumenta a eficacia agonista, por alterar a
interacdo dos receptores opioides com as proteinas-G, em funcdo do menor PH
(STEIN; SCHAFER; MACHELSKA, 2003; VETTER et al.,, 2006). Entdo ocorre
regulacéo positiva de receptores opioides sintetizados nos ganglios da raiz dorsal, e
um aumento do seu transporte dirigido para a periferia axonal, estimulado por
citocinas e fator de crescimento neuronal no tecido inflamado. Esse processo resulta
em uma maior densidade de receptores de opioides nos terminais nervosos
periféricos (STEIN; SCHAFER; MACHELSKA, 2003; MOUSA et al., 2007).

A aplicacao sistémica e local dos receptores agonistas mu, kappa e delta,
assim como os peptideos opioides liberados endogenamente, provocam um efeito
analgésico maior em tecidos lesionados do que ndo lesionados, ndo apenas em
animais, mas também em humanos (STEIN; SCHAFER; MACHELSKA, 2003;
STEIN; ZOLLNER, 2009). Durante os estagios iniciais da resposta inflamatoria
(varias horas), receptores periféricos e centrais estdo envolvidos; em processos
cronicos, a analgesia enddgena € predominantemente mediada por receptores
opioides periféricos (MACHELSKA et al., 2003). Assim, mecanismos de controle da
dor opioides periféricos tornam-se mais prevalentes, com maior duracéo e gravidade
da inflamacgéo (STEIN; SCHAFER; MACHELSKA, 2003; BAAMONDE et al., 2005;
OBARA et al., 2007).
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O presente estudo é o primeiro a mostrar que genétipos pro-inflamatérios
influenciam na sensibilidade dolorosa experimental (LDP). Novos trabalhos que
avaliem outros testes dolorosos experimentais, como o0 de sensibilidade térmica,
somatizacdo temporal e controle inibitério noxico difuso (DNIC), podem trazer
avanco na compreensdo desse tema. Também encorajamos estudos futuros que
comprovem, de maneira mais assertiva e direta, se esse fendbmeno pode, de fato,
ser explicado em razdo da regulacdo positiva periférica do sistema opioide por

citocinas ou, ainda, se outros mecanismos estao envolvidos.

Diferentementemente dos SNPs COMT Val(158)Met, TNFA-308, IL6-174,
IL-18-3954 e TLR4-896, os SNPs IL10-592 e MMP1-1607 nao influenciaram na
sensibilidade dolorosa mecanica em nenhuma regido pesquisada (ATM, temporal
anterior, masseter, tendédo de Aquiles) (Figuras 22 e 23). Apesar de nao significativo,
podemos observar que individuos homozigoticos para o SNP 1L10-592 polimérfico
apresentaram maiores valores de LDP. Uma vez que o SNP IL10-592 esta
associado a baixos niveis de expressdo de RNA mensageiro (CLAUDINO et al.,
2008) e a diminuicédo da sintese de IL-10 (CRAWLEY et al., 1999; BERGLUNDH et
al., 2003), sendo essa ultima considerada uma citocina anti-inflamatéria, podemos
concluir que existe uma coeréncia com os resultados previamente discutidos (TNFA-
308, IL6-174, IL-16-3954 e TLR4-896), onde observou-se associagao entre variantes
genéticas pro-inflamatorias e a menor sensibilidade mecanica. Esse mesmo
fendmeno nao foi observado no caso das metaloproteinases de matriz (MMP1-
1607), o que pode denotar uma incapacidade dessas enzimas em influenciar a

percepcao dolorosa.

Diferentemente do que foi observado para a sensibilidade dolorosa
mecanica experimental, nenhum dos SNPs avaliados (COMT Val(158)Met, TNFA-
308, IL6-174, IL-1B-3954, IL10-592, MMP1-1607 ou TLR4-896) foi capaz de
influenciar nos relatos de intensidade de dor (dor atual, pior dor nos ultimos 30 dias,
média de dor dos ultimos 30 dias) ou do tempo de dor, entres os individuos doentes.
Como demonstrado anteriormente, nem sempre existe coeréncia entre os valores de
LDP e EAV (CONTI et al., 2012; DE MORAES MAIA et al., 2012). Embora seja uma
das maneiras mais comuns de se mensurar a intensidade da dor, a EAV pode sofrer

interferéncias das experiéncias de dor passadas, fatores psicolégicos (depressao,
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ansiedade, dependéncia) e fatores sociodemograficos (trabalho, nivel educacional,
estado civil) (MROZ et al., 2011).

O tamanho da amostra representou um grande desafio para a realizacéo
desse trabalho, principalmente a selecdo do grupo Controle, de modo que fosse
compativel com o grupo experimental no que diz respeito a idade, sexo e acesso
aos cuidados odontoldgicos. Mesmo assim, o tamanho da amostra representa uma
das principais limitacbes do estudo. Portanto, a selecdo de maiores grupos
populacionais, em pesquisas futuras, seria imprescindivel antes de se descartar a
influéncia dos SNPs COMT Val(158)Met, IL6-174, IL-18-3954, IL10-592, MMP1-1607
e TLR4-896 nas DTMs. Também encorajamos pesquisas futuras com objetivo de
esclarecer a relacdo entre os gendtipos pro-inflamatérios, a menor sensibilidade

dolorosa mecanica e o possivel envolvimento do sistema opioide nesse processo.
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7 CONCLUSOES

O presente estudo apresenta, pela primeira vez, a associacao entre o
polimorfismo TNFA-308 (1800629) e as DTMs. As variantes genéticas COMT
Val(158)Met, TNFA-308, IL6-174, IL-1B8-3954 e TLR4-896 foram capazes de
influenciar na sensibilidade dolorosa mecéanica. Encorajamos estudos futuros que
elucidem a associacdo entre gendtipos pro-inflamatérios e menor sensibilidade

dolorosa mecanica.
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ANEXO A - Aprovacao do projeto pelo Comité de Etica em Pesquisa da FOB/USP

Universidade de Sao Paulo
Faculdade de Odontologia de Bauru

Al Dr. Octavio Pinheiro Brisolla, 9-75 — Bauru-SP — CEP 17012-901 — C.P. 73
PABX (0XX14)3235-8000 — FAX (0XX14)3223-4679

Comité de Etica em Pesquisa (14)3235-8356
mferrari@fob.usp.br

Processo n® 118/2010

Bauru, 07 de juiho de 2011.

Senhor Professor,

Informamos que apds o envio da documentagdo solicitada, o projeto de pesquisa encaminhado a este
Comité de Etica em Pesquisa Caracteristicas genéticas, ambientais e comportamentais nas disfuncées
temporomandibulares, de autoria de Bruno D'Aurea Furquin, foi novamente analisado em reunido
realizada no dia 06 de julho de 2011.

O CEP-FOB/USP considerou o projeto APROVADO lembrando que a condi¢do de aprovagdo da pesquisa
propriamente dita exige 0 que segue:
que sejam encaminhados ao CEP-FOB/USP relatérios anuais sobre o andamento da pesquisa
(parciais e finais), conforme o cronograma apresentado;
que sejam notificados ao CEP-FOB/USP, com a devida justificativa, qualquer modificagio na
metodologia e/ou titulo e a inclusdo ou exclusdo de autores;
na apresentagdo do relatério final, incluir todos os TCLEs e/ou termos de doacdo de dentes
devidamente assinados e rubricados. '

Atenciosamente, , (
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W A~ \ \
Prof. Dr. Flavio-Augusto Cardosq de Faria
L~ \ Coordenador,_ “\
\ e \. \\\_/ N~
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X
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Prof. Dr. Paulo César Rodrigues Conti
Docente do Departamento de Prétese
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ANEXO B - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Titulo do trabalho: POTENCIAL INFLUENCIA DE VARIANTES GENETICAS NAS DISFUNCOES
TEMPOROMANDIBULARES

Autor: Bruno D'Aurea Furquim / Orientador: Prof. Dr. Paulo César Rodrigues Conti

Esta pesquisa tem o objetivo de avaliar as caracteristicas dos pacientes portadores de dores na
articulacdo da mandibula ou nos musculos da face. Seréo realizados trés procedimentos distintos,
todos na mesma visita, sendo eles:

1) Entrevista: sera realizada uma entrevista que busca relembrar todos os fatos que possam estar
relacionados com as dores na articulagdo ou nos musculos.

2) Exame clinico: serd realizado um exame clinico dos musculos e da articulacdo da boca. Nesse
exame, seus musculos e articulagédo serdo palpados para vermos se eles apresentam-se doloridos.
Também pediremos que vocé abra e feche a boca para observarmos se existe algum problema na
articulacéo durante a fala ou mastigacéo

3) Por fim, sera realizada a coleta de sua saliva, um procedimento r4pido, simples e indolor. A saliva
sera usada para avaliagdo de seu perfil genético. Vamos avaliar informacdes herdadas de seus pais,
presentes em suas células de saliva, e vamos investigar se essas informacdes poderdo estar
relacionadas com as dores na face.

Durante o exame clinico, se for detectada qualquer alteracdo, vocé serd encaminhado para
tratamento especializado na clinica de Disfuncdo Temporomandibular da prépria Faculdade. Deve
ficar claro que a realizacdo desses exames, em nenhum momento, oferece qualquer risco a sua
salde ou vai causar qualquer dano as estruturas examinadas. Ainda, quando da publicacdo dos
resultados dessa pesquisa em revistas especializadas, a sua identidade ficara preservada em todos
0s aspectos. Se, em qualquer momento, vocé desejar sair do estudo, ndo havera qualquer prejuizo
na continuidade do seu tratamento na instituigdo. Qualquer divida ou questionamento que surgir,
antes, durante ou apos os testes, pode ser esclarecida diretamente com o examinador (telefone: (14)
3235-8277, email: brunofurquim@hotmail.com) ou com o Comité de Etica & Pesquisa desta
Faculdade ((14) 3235-8356).

Por estarem entendidos e conformados, assinam o presente termo para participar dessa pesquisa.

Bauru-SP, de de
Bruno D’Aurea Furquim assinatura
Cirurgido-dentista, doutorando em Paciente ou responsavel

Reabilitagdo Oral FOB-USP
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ANEXO C - Classificagdo das Disfuncdes temporomandibulares proposta pela
Academia Americana de Dor Orofacial

As DTMs sao divididas em distarbios da ATM e distlrbios dos mlsculos mastigatorios. Sera
apresentada a classificacdo diagnéstica da Sociedade Internacional de Cefaleias (IHS) e os cédigos
da Classificacéo Internacional de Doencas (Nona Revisédo) (DE LEEUW 2008a).

Disturbios articulares da ATM

Distlarbios congénitos ou de desenvolvimento (IHS 11.1.1.x)
Aplasia (IHS 11.1.1.1; ICD-9 754.0)

Hipoplasia (IHS 11.1.1.2; ICD-9 526.89)

Hiperplasia (IHS 11.1.1.3; ICD-9 526.89

Displasia (IHS 11.1.1.3; ICD-9 526.89)

Neoplasia (IHS 11.1.2.1; ICD-9 213.1 [benigna]; 170.1 [maligna]
Disturbios de desarranjo do disco (IHS 11.7.1.1.x; ICD-9 524.63)
Deslocamento do disco com reducéo (IHS 11.7.1.1.1; ICD-9 524.63)
Deslocamento do disco sem reducéo (IHS 11.7.1.1.2; ICD-9 524.63)
Deslocamento da ATM (IHS 11.7.1.2; ICD-9 830.0)

Distarbios inflamatorios (IHS 11.7.1.3.x)

Sinovite e capsulite (IHS 11.7.1.3.1 ICD-9 524.62 ou 726.90 ou 716.98)
Poliartrite (IHS 11.7.1.3.2; ICD-9 714.9)

Disturbios né&o inflamatdrios (IHS 11.7.4.x)

Osteoartrite primaria (IHS 11.7.4.1; ICD-9 715.18)

Osteoartrite secundéria (IHS 11.7.1.4.2; ICD-9 715.28)

Anquilose (IHS 11.7.1.5; ICD-9 524.61)

Fratura (IHS 11.7.1.6; ICD-9 802.2x fechada; ICD-9 802.3x aberta)
Disturbios dos musculos mastigatoérios

Mialgia local (IHS 11.7.2.1; ICD-9 729.1)

Dor miofascial (IHS 11.7.2.2; ICD-9 729.1)

Mialgia mediada centralmente (IHS 11.7.2.3; ICD-9 729.1)
Mioespasmo (IHS 11.7.2.4; ICD-9 728.85)

Miosite (IHS 11.7.2.5; ICD-9 728.81)

Contratura miofibrética (IHS 11.7.2.6; ICD-9 728.9)

Neoplasia dos musculos mastigatoérios (IHS 11.7.2.7; ICD-9-CM 171.0)
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ANEXO D - Escalas visuais analégicas de dor

1) Indique o seu nivel de dor neste momento, marcando com uma linha vertical a escala
abaixo. A extremidade esquerda indica auséncia total de dor e a extremidade direita

indica a pior dor imaginavel.

sem dor pior dor imaginavel

2) Indique o nivel da pior dor sentida nos ultimos 30 dias, marcando com uma linha vertical
a escala abaixo. A extremidade esquerda indica auséncia total de dor e a extremidade

direita indica a pior dor imaginavel.

sem dor pior dor imaginavel

3) Indique a média de dor sentida nos ultimos 30 dias, marcando com uma linha vertical a
escala abaixo. A extremidade esquerda indica auséncia total de dor e a extremidade

direita indica a pior dor imaginavel.

sem dor pior dor imaginavel
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