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Resumo

Introducdo: A serotonina € um importante neurotransmissor no sistema
nervoso central. Tem sido sugerido que a disfuncdo serotoninérgica €
responsavel pela fisiopatologia da disfuncdo temporomandibular (DTM).
Polimorfismos no gene HTR2A podem alterar o niumero de receptores do
sistema serotoninérgico, ocasionando a dor nociceptiva e hiperalgesia na DTM.
Objetivo: Determinar a prevaléncia do polimorfismo 102T-C no gene HTR2A
em pacientes com e sem DTM. Casuistica e Método: Estudo em corte
transversal no qual foram avaliados 100 pacientes como casos-indice e 100
individuos como controles, de ambos os géneros. O DNA foi extraido dos
leucdcitos do sangue periférico e o local que abrange o polimorfismo foi
amplificado por PCR-RFLP. Resultados: O género feminino foi
significativamente maior nos casos do indice em comparacdo com O grupo
controle (p <0,05). O gendtipo CC do polimorfismo 102T-C foi mais frequente
em pacientes com DTM em comparacao aos controles (OR: 2,25 IC 95%: 1,13-
4,46, p<0,05). Conclusfes: O polimorfismo 102T-C no gene HTR2A esta

associado a DTM na populacéo estudada.

Palavras-chave: 1. Disfungcdo temporomandibular; 2. Serotonina; 3. Gene

HTR2A; 4. Polimorfismo.
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Abstract

Introduction: Serotonin is an important neurotransmitter in the central
nervous system. It has been suggested that serotoninergic dysfunction
mediates the pathophysiology of temporomandibular dysfunction (TMD).
Polymorphisms in HTR2A gene can alter the number of receptors in the
serotoninergic system, causing nociceptive pain and hyperalgesia in the TMD.
Objective: The aim of this study is to determine the prevalence of the 102T-C
polymorphism of HTR2A in patients with and without TMD. Casuistic and
Method: This cross-sectional study examined 100 patients as index cases and
100 persons as controls, of both genders. DNA was extracted from peripheral
blood leukocytes, and the site that encompassed the polymorphism was
amplified by PCR-RFLP. Results: There were significantly more females
among index cases compared with the control group (p<0.05). The CC
genotype of the 102T-C polymorphism was more frequent in patients with TMD
versus controls (OR: 2.25; Cl 95%: 1.13-4.46; p<0.05). Conclusions: The
102T-C polymorphism of HTR2A gene is linked to TMD in the studied

population.

Keywords: 1. Temporomandibular dysfunction; 2. Serotonin; 3. HTR2A gene;

4. Polymorphism.
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1. INTRODUCAO

A articulacdo temporomandibular (ATM) é a articulacdo da mandibula com
0 cranio, mais especificamente com o osso temporal. Toda a articulagdo é
envolta por uma capsula articular fibrosa e trés ligamentos a sustentam e a
reforcam: o ligamento lateral, o ligamento estilomandibular e o ligamento
esfenomandibular.y Os movimentos da mandibula e da ATM, os quais incluem
abaixamento e elevacdo, protrusdo e retracdo e movimentos laterais da
mandibula sdo controlados mais pelo trabalho de muasculos especificos, como
o temporal, 0 masseter e os pterigbideos medial e lateral, do que pela forma
das superficies articulares ou dos ligamentos.®

Outro aspecto que merece atencao especial, por exercer enorme
influéncia em muitas das doencas articulares, é a inervacdo das articulacées
sinoviais e, dentre essas, a ATM é a das mais intensamente inervada por fibras
nervosas sensitivas e auton6micas, especialmente na cépsula articular, nos
ligamentos intra-articulares e na periferia do disco articular.®*

O nervo trigémeo fornece a inervacdo aferente (sensitiva), a qual é
formada pelos prolongamentos centrais dos neurdnios sensitivos situados no
ganglio trigeminal enquanto que, os prolongamentos periféricos desses
neurdénios formam, distalmente ao ganglio, os trés ramos trigeminais — nervos
oftalmico, maxilar e mandibular, responsaveis pela sensibilidade somatica geral
dessa regido da face, por meio de fibras que conduzem impulsos
exteroceptivos (temperatura, dor, presséo e tato) e proprioceptivos (localizacao

espacial do corpo e da forca exercida pelos musculos, sem necessitar da
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visdo). A raiz eferente (motora) do nervo trigémeo é constituida por fibras que
acompanham o nervo mandibular, distribuindo-se aos musculos da
mastigacdo.® Essas fibras nervosas estdo acopladas a terminagdes nervosas
livres, abundantes na ATM, e promovem o0 monitoramento nociceptivo
(percepcéo de estimulo potencialmente lesivo aos tecidos) da articulagéo.®

A ATM também apresenta inervacdo autondémica, representada por
grande contingente de fibras simpéticas e discreta quantidade de fibras
parassimpaticas. Nas articula¢des sinoviais, a inervacao simpatica parece estar
envolvida com: a) vasomotricidade influenciando, portanto, a producdo do
liquido sinovial;, b) regulacdo do extravasamento plasmatico na vigéncia de
processo inflamatoério agudo; c¢) suposto papel modulador na atividade funcional
de terminacdes nervosas sensoriais. A inervacao parassimpatica parece atuar
exclusivamente ao nivel da vasculatura.®

A inervacdo sensorial da ATM, além da tipica funcdo aferente,
responsavel pelo monitoramento nociceptivo, apresenta também uma efetiva
funcdo eferente, uma vez que 0s receptores sensoriais (principalmente as
terminacdes nervosas livres) liberam neuromediadores na matriz extracelular
dos tecidos componentes da articulagdo, sendo que, essa liberacdo encontra-
se bastante alterada em determinadas doencas articulares. A inervacgao
auton6mica, além de promover a liberagcdo dos neuromediadores classicos,
como acetilcolina (parassimpatico) e noradrenalina (simpatico), também libera
neuromediadores, principalmente neuropeptideos, na matriz extracelular, tanto
em condicOes fisioldgicas como patolégicas. Os neuromediadores liberados

nos tecidos da articulacdo exercem inumeras funcdes, especialmente a de
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potencializar ou até mesmo modular o processo inflamatorio local. Esses dados
suportam a correlacdo existente entre o suprimento nervoso da ATM com a
homeostase articular e a etiopatogenia de algumas doencas articulares.®

Dentre as afec¢Bes que ocasionam dor orofacial a mais prevalente é
decorrente de alteracbes da articulacdo temporomandibular. A maioria dos
pacientes com disfuncdo da ATM apresenta dor articular com a caracteristica
de ser localizada e afetar, principalmente, os muasculos da mastigacéo.® O
espasmo desses musculos € o principal responsavel pela sintomatologia
dolorosa na disfuncdo da ATM (DTM) podendo ser desencadeado por
distensédo, contracdo ou fadiga muscular, fatores que, geralmente, sao
causados pela hiperatividade muscular, a qual corresponde a 80% da etiologia
da DTM.®

Evidéncias indicam que, além de mecanismos centrais varios mediadores
inflamatérios nos tecidos da articulacdo e craniofacial profundo tém papel
critico na inducdo e manutencdo da dor na DTM.® Neurotransmissores do
sistema nervoso central e periférico estdo associados ndo somente a
contratilidade muscular durante a mastigagdo, como a outras alteracdes
neurobioldgicas. O sistema serotoninérgico esta envolvido em varias funcdes
neurofisiopatolégicas, inclusive na disfuncéo temporomandibular.”

Vias serotoninérgicas provenientes do tronco encefélico a coluna dorsal
da medula espinal sdo essenciais para 0s mecanismos do controle
descendente da dor. No entanto, dependendo das condi¢des, a serotonina
pode inibir ou facilitar as respostas nociceptivas ha medula espinal. Sendo

assim, alteracdes na eficacia do controle endégeno da dor, especialmente por
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alteracdes moleculares decorrentes do polimorfismo 102T-C no gene receptor
da serotonina (HTR2A), tém sido implicadas na fisiopatologia da dor miofascial

na DTM.(®

1.1. Objetivos

1.1.1. Gerais

v' realizar avaliagbes geral, otorrinolaringolégica e odontol6gica em
pacientes encaminhados ao Ambulatério de Otorrinolaringologia da
Faculdade de Medicina de Sdo José do Rio Preto (FAMERP), com e
sem queixa de dor na articulagdo temporomandibular.

v' selecionar os pacientes com diagnéstico de disfungéo na articulacéo

temporomandibular.

1.1.2. Especificos

v' determinar a prevaléncia do polimorfismo 102T-C no gene HTR2A,
com o teste da Reacdo em Cadeia da Polimerase/Polimorfismo no
Comprimento de Fragmentos de Restricdo (Polimerase Chain
Reaction/Restriction Fragment Lenght Polymorphism - PCR/RFLP),
em amostra de pacientes com e sem diagnostico de disfuncdo da
articulacéo temporomandibular.

v' colaborar para o diagnostico molecular da disfuncdo da articulacéo

temporomandibular.
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2.  REVISAO DA LITERATURA

2.1. Disfungdo Temporomandibular — Definigao

A disfuncéo temporomandibular (DTM) representa um grupo de condi¢des
dolorosas que envolvem a articulagdo temporomandibular e o tecido
craniofacial profundo, incluindo a musculatura mastigatéria. S&o consideradas
dores do tipo somética, profunda, masculo-esquelética que se exacerbam com
a funcdo (mastigar, falar e palpacdo muscular ou da propria ATM). Como 0s
sintomas dolorosos da DTM séo de origem trigeminal, frequentemente geram
confusdo no diagnéstico, pois muitas dores faciais interagem com a
sintomatologia temporomandibular.©%

O desequilibrio em um ou mais componentes do sistema estomatognatico
pode provocar sintomas dolorosos ou inflamatérios que geram modificacdes
funcionais refletindo nas atividades diarias do paciente. Essas desordens
provocam ruidos articulares (estalidos), dor na regido da ATM, desvios,
dificuldade para abrir a boca, alteracées postural e corporal.*® Como a DTM
envolve mais sinais e sintomas relacionados a ATM e a musculatura
mastigatoria, dificilmente esses ocorrem isolados, ou seja, exclusivamente

musculares ou articulares. Essas caracteristicas sdo fundamentais para se

obter o correto diagndstico e posterior tratamento.®®
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2.1.1. Epidemiologia

A dor facial relacionada a ATM tem sido relatada em 4% a 12% da
populacdo geral com maior frequéncia e gravidade da DTM nas mulheres em
relacdo aos homens. De fato, a DTM é vista como sendo até quatro vezes mais
prevalente nas mulheres, pois as mesmas tendem a buscar tratamento em
frequéncia muito maior que os homens.?*!® Os sinais e sintomas sdo mais
frequentes em pacientes com idade entre 20 a 40 anos.® E rara a evolugéo
para dor grave ou crdnica, acima de seis meses e, quando ocorre, esta
associada a distarbios psicolégicos.®¢"

A prevaléncia de DTM estimada em criancas e adolescentes varia de 6%
a 68%, dependendo dos diferentes critérios de diagndstico usados e dos
diferentes exames clinicos. Na faixa etaria entre 12 e 18 anos de idade, 7%
foram diagnosticados com DTM, com a prevaléncia sendo significativamente
mais alta no género feminino.®>'® Pacientes geriatricos apresentam sons
articulares em 38% dos casos e dor muscular em 12%. Isso contrasta com
pacientes adultos jovens, que apresentam estalidos em somente 7% dos
casos, mas o0s sintomas como dor muscular e articular em frequéncias,

respectivamente de 25% e 16%, muito mais altas em relacéo ao estalido.®>?

2.1.2. Etiologia

Devido a complexidade da DTM, ndo existe fator etiolégico Unico que

possa ser responsabilizado por essa disfuncdo. A sintomatologia clinica
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fornece a nitida sensacdo que a etiologia da DTM abrange importantes
elementos funcionais, anatdémicos e psicossociais, ilustrando a complexa
interacdo entre mecanismos biologicos, condi¢cdes e tracos psicoldgicos,
condicbes ambientais, macro e microtraumas, alteracfes dentais e oclusais. A
patogenia, portanto, é multifatorial.*>2°

Na dor da musculatura mastigatéria, a sobrecarga (habitos
parafuncionais, apertamento), microtrauma ou inflamacao local dos musculos
promovem a liberacdo de neurotransmissores que sensibilizam o sistema
nervoso periférico e central. Em conjunto com alteracdes dos mecanismos
reguladores da dor, tal sensibilizacdo pode levar a dor muscular localizada ou
difusa. A artralgia da ATM pode ser resultado de traumas ou de sobrecargas
intrinsecas e extrinsecas da articulacdo (como o ranger dos dentes), podendo
ultrapassar a capacidade adaptativa dos tecidos da articulagéo.®*?®

Alternativamente, essa capacidade adaptativa da ATM pode ser reduzida
tanto por fatores intrinsecos como pela diminuicdo de aporte sanguineo e
nutricdo. A producdo de radicais livres, neuropeptideos proinflamatoérios e
nociceptivos, enzimas, proteinas morfogenéticas oésseas e fatores de
crescimento levam a inflamagdo, dor e mudangas teciduais progressivas.
Recentemente, fatores genéticos tém sido implicados no desenvolvimento da
dor na musculatura mastigatéria, especialmente o0s relacionados a

polimorfismos no gene receptor da serotonina (HTR2A).
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2.1.2.1. Fatores Genéticos na Disfuncdo da ATM

Para a compreensdo das consequéncias de fatores genéticos que atuam
no processo de modulacdo da dor h& necessidade da descricdo dos
mecanismos fisiopatolégicos da dor miofascial, do sistema de analgesia,
apresentando a atuacdo do sistema serotoninérgico pela expressdo do gene

receptor da serotonina e sua implicagado na DTM.

2.1.2.1.1. Mecanismos da Dor

Interacdes altamente complexas de varios sistemas e estruturas centrais
e periféricas, da superficie da pele ao coértex cerebral, estdo envolvidas no
processamento da dor. Quando um estimulo potencialmente nocivo é aplicado
a uma area sensivel do corpo, como a pele, inicia-se uma cadeia de sinais que
resulta na identificacdo do estimulo como doloroso, devido a existéncia de
nervos aferentes primarios especificos para a sinalizacdo desses estimulos
nocivos. 429

Os nociceptores sdo ativados por alguma forma de energia (mecanica,
térmica ou quimica) e a convertem em impulsos elétricos (potencial de acédo),
gue sdo conduzidos através dos axdnios dos nervos até o cérebro. A resposta
reflexa e o relato subjetivo da dor, associados ao estimulo nocivo resultam do
processamento dos sinais na medula espinal, tronco cerebral, diencéfalo e
cOrtex superior de numerosos nociceptores aferentes primarios que foram

ativados pelo estimulo. Sendo assim, o processo pelo qual ocorre a dor pode
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ser por fatores periféricos (nocicep¢dao aumentada) ou centrais (inibicdo da dor
diminuida) ou a combinacéo de ambos. %27

A transmissdo aferente primaria € feita pelo aferente priméario nociceptivo
que é o neurdnio periférico da transducdo (potencial de acdo). O corpo
neuronal localiza-se no ganglio da raiz dorsal dos nervos espinais e no ganglio
do nervo trigmeo. Seu prolongamento periférico ou longo € constituido por
fibras A-delta (fibras finas mielinizadas) e C (fibras finas ndo-mielinizadas) que
se unem as demais fibras dos nervos periféricos e terminam na periferia, em
forma de terminagdes nervosas livres, denominadas nociceptores, 0s quais sao
receptores para diversas substancias algogénicas como histamina, serotonina,
bradicinina, tromboxanos, leucotrienos e prostaglandinas.®®

O prolongamento curto ou central da fibra nervosa finaliza-se no terminal
pré-sinaptico, localizado junto ao corno posterior da medula espinal, onde faz
sinapses com numerosos neurbnios de conjugacado ali existentes. Seu ndcleo
produz diversas substancias denominadas receptores de membrana e
neurotransmissores excitatérios e inibitérios, como o receptor opidide, a
substancia P (sP) e o glutamato que, uma vez produzidos, caminham pelo
prolongamento curto ou central e sdo estocados no terminal pré-sinaptico. O
glutamato é o0 mais importante neurotransmissor excitatério da medula
espinal.®*%)

Quando persistentemente estimulados, 0s nociceptores apresentam
aumento da sensibilidade e reducédo do limiar de estimulacdo, levando ao

aumento e prolongamento das respostas aos estimulos nociceptivos. Esse

fendbmeno constitui a sensibilizacdo periférica aos estimulos nocivos e da



12
Revisdo da Literatura

origem a inflamacéo. A agressao aos tecidos rompe a membrana celular e seus
fosfolipidios sdo lancados no meio intersticial. Os fosfolipidios sofrem a acao
enzimatica da fosfolipase A-2, que os transforma em &acido araquidénico
iniciando-se, assim, a “cascata do acido araquiddnico”, a qual apresenta duas
vias metabdlicas: a da acdo enzimatica da lipoxigenase, que o transforma em
leucotrienos e a da cicloxigenase (COX), tendo como produtos finais 0s
tromboxanos e as prostaglandinas (PGs). As prostaglandinas reduzem o limiar
de sensibilidade dos nociceptores e deflagram o fendmeno da sensibilizacéo
periférica.®V

Vérias outras substancias algogénicas como o K*, H*, a bradicinina
proveniente dos vasos sanguineos, a histamina dos mastocitos e a serotonina
das plaquetas, sao liberadas nos tecidos inflamados, formando o “coquetel
inflamatorio” ou “sopa inflamatdria”, que produz vasodilatagdo regional e os
sinais classicos da inflamacdo (edema, rubor, calor e dor). Desse modo, é
produzido o fendmeno da hiperalgesia ou sensibilizacdo primaria, caracterizada
por resposta aumentada aos estimulos nociceptivos. %33

Esses impulsos nociceptivos, chegando ao corno posterior da medula
espinal, passam através de numerosas sinapses até chegarem aos neurdnios
multirreceptivos ou neurbnios de ampla faixa dinamica (wide-dynamic-range
neurons, WDR). Na membrana do terminal pds-sindptico dos neurbnios
medulares de associacdo localizam-se trés receptores de membrana: a
neurocinina 1 (NK-1), o receptor para a sP e 0s receptores para o glutamato,
denominados receptores a amino-5-metil-4-isoxalona propionato (AMPA) e N-

metil-D-aspartato (NMDA). Os impulsos nociceptivos ao chegarem ao terminal
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pré-sinaptico do aferente primario promovem a despolarizacdo da membrana, a
sP cruza a fenda sinaptica, alcangca a membrana do terminal pds-sinaptico
acopla-se a NK-1, enquanto o glutamato cruzando a mesma fenda, acopla-se
aos receptores NMDA, e os potenciais de acdo sobem em direcdo ao cortex
cerebral.343%

O terminal pos-sindptico contém enzimas calcio-dependentes, isto €, sédo
normalmente inativas porque dependem da presenca do calcio para se
tornarem ativas. As principais enzimas sdo a Oxido nitrico-sintase, as
cicloxigenases e as fosfolipases. Diante de lesdo tecidual, os impulsos
nociceptivos repetitivos e intensos, conduzidos pelas fibras C, originam
potenciais lentos e elevados no nivel sinaptico, os quais fazem com que os
receptores NMDA percam seu blogueio de magnésio (Mg™) tornando-se,
assim, permeaveis a entrada de calcio (Ca'™). Alta concentracdo de Ca’™"
penetra através da membrana pdés-sinaptica e atua no sistema 6xido nitrico-
sintase que produz grandes quantidades de 6xido nitrico. O éxido nitrico recém
produzido transpde a membrana poés-sinaptica, alcanca a fenda sindptica e,
agindo como segundo mensageiro, atua na membrana pré-sinaptica
estimulando-a a liberar novas quantidades de glutamato que vdo novamente
fixar-se aos receptores NMDA. Origina-se, assim, um sistema de
retroalimentacdo (biofeedback) que mantém em atividade as sinapses
medulares, levando ao fendmeno da sensibilizacdo central e consequente
hiperalgesia.*®

Os impulsos nervosos ao chegarem ao terminal pré-sinaptico do aferente

primario nociceptivo, seguem trés diferentes caminhos: 1. Passam do corno
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posterior para o corno lateral da hemi-medula homoéloga, onde fazem sinapses
com os neurbnios simpaticos ali existentes, descem pelas fibras simpaticas e
levam impulsos para os vasos sanguineos na regido da dor produzindo, por via
reflexa, vasoconstricdo e hipdxia regionais; 2. Passam do corno posterior para
o corno anterior da hemi-medula homéloga, onde fazem sinapses com o0s
alfaneurbnios motores ali existentes, cujas fibras motoras caminham para a
periferia, levando impulsos para os musculos esqueléticos da regido da dor
produzindo, por via reflexa, vasoconstricdo e contratura desses musculos com
consequente hipdxia local e liberagdo de novas substancias algogénicas,
eclodindo o circulo vicioso dor—espasmo—dor, fato comum nas dores crénicas;
3. Passando pelas sinapses nas laminas medulares, chegam aos neurdnios
multirreceptivos ou neurdnios de ampla faixa dinamica (WDR) cujas fibras, ao
nivel da comissura branca anterior, cruzam para o quadrante anterolateral da
hemi-medula oposta onde se fletem cranialmente formando as vias
ascendentes nociceptivas centrais que alcancam o talamo e, finalmente, o
cortex cerebral "

As vias nociceptivas ascendentes sdo constituidas por numerosos tratos
sendo que o0s principais sdo0 0 espinotalamico, espinorreticular,
espinomesencefalico, via pos-sinaptica da coluna dorsal, via espinocervical,
sistema trigeminal e sistema propriospinal. O mais representativo é o trato
espinotalamico, por ser constituido por grande niumero de fibras cujos nucleos
localizam-se nas laminas medulares. E subdividido em dois feixes, o

neoespinotalamico e paleoespinotalamico. O feixe neoespinotalamico,

filogeneticamente mais recente, é direto, devido suas fibras nervosas subirem
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diretamente da medula para os nucleos do tdlamo, onde fazem sinapses com
neurénios de terceira ordem terminando, por fim, no cértex somatossensorial
(somestésico) no giro pos-central do lobo temporal. Nesse, ha o
processamento da percepcao, da discriminacdo e da decodificacdo
temporoespacial da dor. O feixe paleoespinotalamico também termina nos
nacleos do talamo, por meio de sinapses com neurdnios de terceira ordem,
mas as fibras alcancam o cortex frontal, via sistema limbico, a fim de que essa
interacdo proporcione respostas de reacdo a dor originando o fenémeno
fundamental e mais importante da dor: o sofrimento.®”

Nas conexdes sindpticas dessas vias ocorrem alteragcbes no mecanismo
central da dor, que pode ser secundaria a disfungdo de neurotransmissores por
duas maneiras: 1- deficiéncia de neurotransmissores inibitérios em niveis
medulares ou supra-medulares (serotonina, encefalina, noraepinefrina),
principalmente pela diminuicdo da serotonina (vasodilatadora) e 2-
hiperatividade de neurotransmissores excitatérios (substancia P, encefalina,
bradicinina), especialmente pela hiperatividade da sP (vasoconstrictora). Em
decorréncia disso, ha diminuicdo do fluxo sanguineo ao talamo, nucleo
caudado e regibes pré-frontais, pois a diminuicdo da serotonina leva ao
aumento da substancia P no cortex cerebral e na medula, aumentando assim a
sensacao dolorosa. Esses baixos niveis serotoninérgicos estimulam a atividade
da cicloxigenase-2 com aumento na producdo de prostandides e consequente
aumento na sintese de interleucinas (IL) algogénicas, especialmente as IL-1 e
IL-6. Além disso, had diminuicdo da secrecdo do Fator do Crescimento

Semelhante a Insulina 1 (Insulin Growth Factor - IGF-1) ou somatomedina
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(metabdlito do horménio do crescimento que regula o crescimento das células
musculares) o que acarreta alteracdes na capacidade de reparacao celular com
consequente fadiga muscular e lesdes tendinosas. 3%

Numerosas outras fibras do feixe paleoespinotalamico, em seu trajeto
ascendente, antes de alcangar o tdlamo, formam colaterais que terminam em
varias sinapses localizadas principalmente em nucleos do tronco encefélico
como a substancia cinzenta periaquedutal do mesencéfalo, a substancia
cinzenta periventricular, o nucleo magno da rafe, o locus ceruleus e o ndcleo
gigantocelular que se interconectam para formar fibras descendentes que,
através do trato dorsolateral, constituem o sistema analgésico central

descendente. %40

2.1.2.1.2. Sistemas de Analgesia

Os sistemas de analgesia sdo constituidos por dois mecanismos — 0
segmentar e 0 suprassegmentar.

O sistema segmentar ou medular (Sistema da Teoria das Comportas)“? é
0 mecanismo analgésico que fornece o fundamento anatomofisiofarmacolégico
para o fendbmeno de modulacdo da dor: “Impulsos aferentes conduzidos pelas
fibras grossas mielinizadas A-beta inibem, ao nivel do corno posterior da
medula espinal, a transmissao dos impulsos aferentes nociceptivos conduzidos
pelas fibras finas A-delta e C”. Ocorre apds massagem no local da lesao, pois a
mesma estimula as fibras aferentes A-beta que, por sua vez, propiciam a

analgesia no local dolorido.“
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O sistema suprassegmentar € 0 mecanismo que ocorre pela via
analgésica central descendente. O trato paleoespinotalamico, antes de
alcancar o talamo, emite numerosas fibras colaterais que fazem conexdes
singpticas ao nivel bulbar e mesencefalico, os quais, por sua vez, estdo
intimamente interconectados entre si. Essas conexdes sindpticas, estimulando
a substancia cinzenta periaquedutal e periventricular do mesencéfalo fazem
com que haja producdo de encefalinas, que agem sobre o nicleo magno da
rafe e o locus ceruleus na ponte, produzindo serotonina e sobre o nucleo
paragigantocelular no bulbo, produzindo noradrenalina.®°4°

As fibras serotoninérgicas e noradrenérgicas transmitem os impulsos pelo
sistema analgésico central descendente, representado pelo trato dorsolateral e,
respectivamente, estimulam o interneurénio inibitorio encefalinérgico e inibem o
neurdnio aferente da dor, ambos localizados no corno posterior da medula
espinal, que também produz encefalinas. Essas, por sua vez, acoplam-se aos
receptores opidides da membrana do terminal pré-sindptico do aferente
primario nociceptivo, fazendo com que ocorra a inibicdo pré-sinaptica, por
hiperpolarizacdo da membrana do aferente primério, ocasionando o bloqueio
da liberacdo de sP e glutamato para a fenda sinaptica com consequente

diminuicdo da intensidade e da resposta a dor (analgesia).®**°
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2.1.2.1.3. Fatores Genéticos Relacionados a Serotonina

na Modulacao da Dor

A serotonina (5-hidroxitriptamina, 5-HT), neurotransmissor no sistema
nervoso central, esta envolvida na regulacdo de varias funcbes viscerais e
fisiolégicas, tais como o0 sono, apetite, termorregulacdo, percepc¢do da dor,
secrecdo hormonal e comportamento sexual. Anormalidades do sistema
serotoninérgico tém sido implicadas em grande nimero de doencas humanas
como depressdo, cefaleia, epilepsia, comportamento obsessivo-compulsivo,
distarbios afetivos, sindrome da apneia do sono e disfuncéo
temporomandibular.®°42

A 5-HT € considerada como o0 mais importante neurotransmissor
envolvido no controle do mecanismo endégeno da dor.“**4 Conforme descrito
anteriormente, ha evidéncias do mecanismo periférico como a causa da dor
muscular crénica. A sobrecarga mecanica e consequente hipéxia muscular,
além de disturbios da microcirculacdo tém sido associados como causadores
da mialgia crénica devido a sensibilizacdo e ativacdo dos nociceptores
musculares pelas substancias algogénicas.“® Essas evidéncias indicam que a
5-HT no tecido craniofacial profundo contribui para a inducdo da sensibilizacao
periférica levando ao desenvolvimento de respostas nociceptivas hiperalgicas
tendo, também, importante papel no desenvolvimento e manutencdo da dor
cronica orofacial na disfuncédo da ATM.®9 Sendo assim, esse neurotransmissor
esta envolvido na modulacdo da dor nociceptiva e na hiperalgesia por ambos

0s mecanismos - central e periférico.®46-48)
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Como outros neurotransmissores, a serotonina é liberada na fenda
sinaptica e exerce seus efeitos em receptores especificos na membrana pos-
sinaptica. A 5-HT atua por meio de uma familia de sete receptores, dos quais
os denominados 5-HT2 compreendem trés subtipos, 5-HT2A, 5-HT2B e 5-
HT2C, que sdo semelhantes em termos de estrutura molecular, farmacologia e
padrées dos sinais de transducdo. Embora poucas dessas respostas
excitatérias tenham sido analisadas usando-se seletivos agentes dos subtipos
de receptores, evidéncias sugerem que, em alguns desses casos, as respostas
sdo mediadas pelos receptores 5-HT2A enquanto outras envolvem os
receptores 5-HT2C.“*®9 Alguns subtipos de receptores tém sido identificados
no tecido nervoso periférico e central estando envolvidos na modulacéo da dor.
Os receptores 5-HT2A encontrados nos terminais pdés-sinapticos séao
responsaveis pela hiperalgesia induzida pela serotonina e estdo relacionados
na potencializagdo da dor inflamatoria nas diversas doengas relacionadas a
disfuncao do sistema serotoninérgico, especialmente na DTM.&?

A caracteristica de todos os genes da familia dos receptores 5-HT2
(denominados gene HTR2) é a presenca de dois introns (no caso dos genes
HTR2A e HTR2B) ou trés (gene HTR2C) na sequéncia codificante estando
todos acoplados, positivamente, & fosfolipase C e mobilizam Ca?* intracelular.
O gene HTR2A esta localizado no cromossomo 13 (13qgl14-g21) (OMIM —
182135) e a proteina codificada do receptor 5-HT2A é constituida por uma
sequéncia de aminoacidos relativamente alta (471), do mesmo modo que a
sequéncia do receptor 5-HT2C (460 aminoacidos), mas ambas as sequéncias

menores quando comparadas & do receptor 5-HT2B (481 aminoacidos).“%*%



20
Revisdo da Literatura

Polimorfismos no gene HTR2A estdo associados a varias doencas,
inclusive a disfuncdo temporomandibular, por afetarem o0 sistema
serotoninérgico. Sendo assim, alteracdes nos neurotransmissores
serotoninérgicos podem ocasionar disturbios no tdnus muscular. A deficiéncia
central de serotonina € importante para o desenvolvimento da mialgia crénica,
0 que é comprovado pelos baixos niveis séricos de triptofano e 5-HT e pelo
baixo indice de transporte de triptofano pela barreira hematoencefélica
encontrados em pacientes com dor cronica.®%?

Recentemente, foi identificado um polimorfismo silencioso no gene
HTR2A, o qual é definido pela substituicdo T->C na posicdo nucleotidica 102,
no exon 1, em 36,5% de pacientes com disfuncdo temporomandibular, sendo
de heranca autossémica recessiva.”” A troca de um nucleotideo pode
ocasionar a codificacdo de um diferente aminoacido e consequente alteracdo
na estrutura protéica. Entretanto, ndo é o que ocorre no polimorfismo 102T-C
no gene HTR2A, onde ambas as sequéncias TCT (selvagem) ou TCC
(mutante) codificam a serina, no codon 34. Por esse motivo, esse polimorfismo
€ denominado silencioso, pois ndo altera a sequéncia do aminoacido nao
tendo, portanto, influéncia na proteina dos receptores.”

Entretanto, também é considerado como polimorfismo funcional, uma vez
que os alelos T ou C determinam diferente expressao génica, ou seja, a
ocorréncia do alelo C, em comparacdo ao alelo T, determina diminuicdo na
expressao génica e consequente diminuicdo na quantidade de receptores 5-
HT2A.%® Com a diminuicdo da quantidade de receptores pds-sinapticos ocorre

aumento da concentracdo de serotonina na fenda sinaptica e, portanto,



21
Revisdo da Literatura

aumento da recaptacdo da mesma para o terminal pré-sinaptico acarretando,
assim, a diminuicéo dos niveis de serotonina pos-sinaptica. Esses baixos niveis
serotoninérgicos ndo s&o, entdo, suficientes para estimular o sistema
analgésico central descendente desencadeando, portanto, a sensacao

dolorosa ou hiperalgesia na DTM.("™®)
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3. CASUISTICA E METODO

De acordo com as Normas Regulamentadoras de Pesquisa em Seres
Humanos, Resolucdo 196/96 do Ministério da Saude, o presente estudo foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina de S&o
José do Rio Preto, SP (CEP- FAMERP), sob Parecer n°393/2008 (Anexo 1).

No periodo de Outubro de 2009 a Dezembro de 2010 foi realizado estudo
em corte transversal, no qual foram avaliados individuos consecutivos, de
ambos 0s géneros, encaminhados por demanda espontanea ao Servico de
Cirurgia Craniomaxilofacial do Ambulatério de Otorrinolaringologia da
FAMERP. Foram selecionados para o estudo 100 individuos com queixa de dor
na ATM e 100 que nao referiam qualquer sintomatologia na referida
articulacdo. ApOs assinatura do Termo de Consentimento, todos foram
submetidos a anamnese e exame fisico geral, pelo médico responsavel do
Servico.

A avaliacdo para o estudo foi feita pelo préprio pesquisador por meio de
um instrumento de coleta de dados na forma de questionario (Anexo 2) e
exame fisico especifico, o qual é baseado nos dados da Tabela de
Procedimentos de Exame Fisico para a DTM (Anexo 3). Ambos os métodos
estdo de acordo com o protocolo da Academia Americana de Dor Orofacial.®"
Os individuos foram entdo subdivididos, ap6s o exame fisico especifico, em
dois grupos distintos: Grupo com disfuncdo da ATM (Grupo DTM - Casos
indice) e grupo sem disfuncédo da ATM (Grupo Controle).

A idade e género foram documentados de todos pacientes do Grupo

DTM, os quais obedeceram aos seguintes critérios de inclusdo concomitantes:
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1) presenca de dor muscular ou articular ha mais de trinta dias e ndo superior a
seis meses; 2) presenca de ruido (estalido) articular; 3) movimentos
assimétricos da articulagdo mandibular. Os pacientes com doeng¢as somaticas,
especialmente as reumatologicas, neuroldgicas, psiquiatricas, retardo mental,
dependéncia de drogas e alcoolismo foram excluidos.

Os voluntarios do Grupo Controle foram incluidos de acordo com os
seguintes critérios, também concomitantes: 1) auséncia de dor muscular ou
articular; 2) auséncia de ruido (estalido) articular; 3) movimentos simétricos da
articulacdo mandibular. Do mesmo modo, a idade e género foram
documentados de todos os individuos, sendo também excluidos aqueles com
retardo mental, dependéncia de drogas, alcoolismo, doencas somaéticas,
reumatoldgicas, neuroldgicas, psiquiatricas.

A fim de melhor caracterizacdo etaria, os pacientes de ambos 0s grupos
foram distribuidos na seguinte classificacdo: adolescéncia (11 a 17 anos),
adulto jovem (18 a 40 anos), adulto (41 a 65 anos) e idoso (> 65 anos).®?

Os pacientes e controles sdo da mesma etnia e da mesma area

geografica - Estado de Sao Paulo.

3.1. Exame Fisico Especifico

Para o exame fisico especifico foram usados quatro procedimentos
basicos para diagnéstico de DTM: avaliagdo da amplitude e simetria dos
movimentos mandibulares; palpacao articular e da musculatura facial para

identificar a origem anatdbmica da dor; ausculta da articulagdo durante os
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movimentos funcionais para determinar a presenca de ruidos articulares e

D A andlise da simetria facial foi realizada para

analise da ocluséo.
complementar os procedimentos basicos.

Durante a avaliagcdo clinica, os individuos de ambos os Grupos
permaneceram sentados em uma cadeira com encosto, com 0s pés apoiados
no chdo, sendo entéo realizados os procedimentos:

1) Medidas dos movimentos mandibulares — foram realizados com o
auxilio de régua odontolégica milimetrada Jon®, da seguinte maneira:

v' abertura mandibular maxima: foi considerada a distancia da face
incisal dos dentes incisivos superiores aos inferiores, durante a
abertura bucal maxima no limite indolor, acrescida da medida do
trespasse vertical;

v' lateralidade: foi solicitado o deslocamento maximo da mandibula
para a direita e medida a distancia horizontal entre a linha que passa
entre 0S INCiSivos centrais superiores e 0S incisivos centrais
inferiores ou entre os freios labiais. O mesmo procedimento foi
utilizado para a medida de excursao lateral esquerda.

2) Palpacéo da Articulacdo Temporomandibular —

O exame da articulagdo temporomandibular foi sempre realizado

simultaneamente (lados esquerdo e direito) nos estados de repouso e nos de
movimento dos musculos mastigatorios (abertura e fechamento). Quando da

realizagdo dos movimentos mandibulares foi analisada a trajetéria condilar

(movimentos incoordenados ou nédo do condilo), presenca ou ndo de dor e
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estalidos e/ou saltos articulares, e se estes sdo uni ou bilaterais, além da
presenca de crepitacdo durante a avaliacdo dos movimentos de lateralidade.

3) Palpacado da Musculatura Facial —

a) Muasculo Temporal

O musculo temporal foi palpado, bilateralmente, em sua quase totalidade,
desde sua origem até sua insercdo ampla, em forma de leque, na fossa do
0sso temporal.

b) Mulsculo Masseter

Para palpar ambos os musculos masseter os dedos indicador e polegar,
em forma de pin¢ca, foram posicionados na bochecha na direcdo antero-
posterior ao nivel da zona média do ventre do muasculo intra e extra bucal.

4) Analise da Ocluséo —

No exame da oclusdo dentaria foram avaliados os aspectos morfolégicos
da oclusado, por meio de inspec¢do clinica, com auxilio de espatulas e luvas
descartaveis. Foi investigada a classificacdo de Angle® na qual se enquadram
0 paciente e os padroes transversais (mordida cruzada) e longitudinais
(mordida aberta ou sobremordida):

v' Classe | - (posi¢éo fisiologica) - Normoclusdo — os dentes inferiores
devem estar circunscritos pelos dentes superiores, em
intercuspidagdo méaxima, os incisivos superiores devem recobrir um
tergo dos incisivos inferiores (normoclusao).

v Classe Il - recuo relativo da mandibula, os molares superiores e
inferiores perdem a distancia normal de meio dente de defasagem.

v" Classe lll - avanco da mandibula para frente.
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5) Exame da Simetria Facial —

No exame da simetria facial foram analisados os seguintes aspectos: a
posicdo dos olhos, das orelhas e a da superficie inferior da mandibula; os lados
faciais a fim de caracterizar se um lado é recessivo e outro mais dominante em
relacdo as estruturas Osseas maxilares e mandibulares e musculares

subjacentes; postura anteriorizada da cabeca.

3.2. Investigacdo Molecular

Para os procedimentos de investigacdo molecular, foram coletados 4,0 mli
de sangue periférico, dos pacientes de ambos os Grupos, sendo armazenado
em tubos Vacutainer® contendo o anticoagulante (EDTA), homogeneizado logo
em seguida e estocado a 4°C por até 3 dias.

Para evitar viés na observacao molecular e nos resultados finais, todas as
amostras de DNA foram analisadas sem o conhecimento das informacdes

obtidas de cada paciente do estudo.

3.2.1. Extracdo de DNA Gendmico

O DNA gendmico foi extraido das amostras de sangue estocadas usando-
se o Kit de extracdo GE lllustra - Blood Genomicprep Mini Spin Kit™ (GE
Healthcare UK Limited), de acordo com o protocolo do fabricante, e o

procedimento realizado no Laboratério de Ensino e Pesquisa em
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Imunomorfologia (LAEPI) da Faculdade de Medicina de Sdo José do Rio Preto,

SP (FAMERP).

3.2.1.1. Protocolo de Extracdo de DNA a Partir de

Sangue Total, por Meio do Kit de Extracdo de

DNA Genbmico

12 ETAPA - Lise das Células Sanguineas:

1) Identificar microtubos de 1,5 ml.

2) Adicionar 20 pl de Proteinase K.

3) Adicionar 200 pl da amostra de sangue.

- RNA-ase opcional.

4) Adicionar 400 pl da Lysis Solution (Solucéo de Lise): 12 vez.

5) Agitar no Vértex por 15 segundos para misturar as solucées.

6) Incubar em Temperatura Ambiente por 10 minutos com agitacdes
esporadicas no Voértex para auxiliar a lise celular.

7) Visualizar coloragdo ao final do estagio de vermelha para marrom

escura.

22 ETAPA - Montagem e Ligacao

1) Colocar a mini-coluna no tubo coletor para cada amostra.
2) Abrir a tampa da coluna e colocar cerca de 640 pl do lisado (Fase 1) no
centro da mesma.

3) Fechar a tampa da coluna e colocar na centrifuga.
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4) Centrifugar por 1 minuto a 14000 rpm.
5) Descartar o fluido do tubo coletor que passou pela coluna sem tocar na
base da mesma.

6) Colocar a coluna de volta no tubo coletor.

32 ETAPA -Wash 1

1) Adicionar 500 pl da Lysis Solution (Solucéo de Lise): 22 vez.

2) Centrifugar por 1 minuto a 14000 rpm.

3) Descartar o fluido do tubo coletor que passou pela coluna sem tocar na
base da mesma.

4) Colocar a coluna de volta no tubo coletor.

42 ETAPA - Wash 2

1) Adicionar 500 pl da Wash Buffer (Tampéo de Lavagem).

2) Centrifugar por 3 minutos a 14000 rpm (Se o tempo estiver umido -
aumentar centrifugacéo para 5 minutos).

- Pré-aquecer o Elution Buffer (Tampao de Elui¢cao) a 70°C.

3) Descartar o fluido do tubo coletor que passou pela coluna sem tocar na

base da mesma.

52 ETAPA - Eluicéo

1) Colocar cada coluna em microtubos de 1,5 ml, ambos corretamente

identificados.
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2) Adicionar 200 ul do Elution Buffer (Tampao de Elui¢do) j& pré-aquecido
a 70°C.

3) Incubar por 1 minuto a temperatura ambiente.

4) Centrifugar por 1 minuto a 14000 rpm.

5) Descartar a coluna.

6) Estocar o DNA a 4°C ou -20°C.

3.2.2. Deteccédo do Polimorfismo 102T7-C(”

3.2.2.1. Amplificacdo do Gene HTR2A pelo Teste da

Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

Para se detectar o polimorfismo 102T-C, o fragmento do DNA gendmico,
que abrange a regido do polimorfismo, no exon 1 do gene HTR2A, foi
amplificado pela técnica da PCR. Para esta reacgdo, foi utilizado um par de
iniciadores ou "primers", que sdo oligonucleotideos sintéticos, identificados
como HTR2A (F) e HTR2A (R). A partir destes, os desoxinucleotideos trifosfato
(dNTPs) sao incorporados, iniciando a amplificacdo do DNA, respeitando-se a
complementaridade de bases (A-T/C-G) sendo obtida, por fim, a amplificacédo
do fragmento do gene HTR2A. As sequéncias dos oligonucleotideos
sintetizados e o tamanho (em pares de bases - pb) do fragmento amplificado
pelo par de "primers" s&do descritos no Quadro 1. (Acesso OMIM -

NM_000621.3).
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Quadro 1. Sequéncia dos "primers” para PCR do gene HTR2A.")

"Primer" Sequéncia 5'—3' Tamanho (pb)
HTR2A (F) TCTGCTACAAGTTCTGGCTT
342
HTR2A (R) CTGCAGCTTTTTCTCTAGGG

F ("Forward" - direto); R ("Reverse" - inverso), pb (pares de bases)

A reacdo da PCR, utilizando-se os "primers" HTR2A (F) e HTR2A (R) foi
processada em termociclador (Bioer Technology®, Modelo TC-XPG), em
reacoes de 25 uL de volume final, contendo:

1) DNA (200-300 ng),

2) primers - 10 pmoles de cada [direto (F) e inverso (R)],

3) Conjunto de Reagentes FideliTag™ PCR MasterMix (2X) (GE

HEALTHCARE®) composto por: tampado de PCR 1X [Tris-HCI - 30 mM
(pH 8.4), cloreto de potassio (KCIl) - 50 mM], cloreto de magnésio
(MgCly) - 1,5 mM, dNTPs - 0,2 mM de cada desoxinucleotideo
trifosfato adenina, timina, citosina, guanina (dATP, dTTP, dCTP,
dGTP) e Taq DNA polimerase - 1,25 U. Protocolo utilizado de acordo
com as instrugdes do fabricante.

Descricdo do Ciclo da PCR identificado como "SHTR2A-DTM™
inicialmente, as amostras foram desnaturadas a 94°C por 4 minutos sendo,
posteriormente, submetidas a 35 ciclos repetidos de 60 segundos a 94°C para
desnaturacao, 60 segundos a 60°C para anelamento e 2 minutos a 72°C para
extensdo e, apos os ciclos, 10 minutos a 72°C para extenséo final das cadeias.

Os produtos da PCR foram adicionados ao azul de bromofenol e

submetidos a eletroforese em gel de agarose 2% em tampédo TBE 1X, por 2
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horas a 105 V. Apoés término da eletroforese o gel foi corado com brometo de
etidio, na concentracdo de 0,5 ug/ml, submetido a iluminacgéo ultravioleta, para

confirmar o sucesso da reacao, e fotodocumentado.

3.2.2.2. Andlise de Restricdo (Técnica da RFLP) do

Fragmento Amplificado do Gene HTR2A

Pela PCR (Ciclo SHTR2A-DTM) foi amplificado, como produto da reacéao,
um fragmento de 342 pb o qual, posteriormente, foi submetido & anédlise de
restricdo (RFLP) utilizando-se 10 U da enzima Mspl — Moraxella species | (New
England Biolabs)®, a 37°C, por 2h30min para deteccéo do polimorfismo 102T-
C.

Quando o polimorfismo esta presente em ambos os alelos (amostra
homozigota mutante), o produto da PCR é digerido pela enzima Mspl em
fragmentos de 217 e 125 pb, devido o reconhecimento do sitio de restricdo
enzimatico pela substituicdo das bases nitrogenadas T->C, na posicdo 102 do
gene HTR2A. Quando o polimorfismo esta presente em apenas um alelo
(amostra heterozigota), o produto da PCR do alelo mutante € digerido em dois
fragmentos de 217 e 125 pb e o do alelo normal ndo é digerido, apresentando
este um fragmento de 342 pb. Na auséncia do polimorfismo, em ambos os
alelos (homozigoto selvagem), o produto da PCR né&o é digerido, apresentando
apenas o fragmento de 342 pb, pois ndo had o reconhecimento do sitio de

restricdo da enzima Mspl (Figura 1).
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Os produtos da analise de restricdo (RFLP) foram adicionados ao azul de
bromofenol e submetidos a eletroforese em gel de agarose 2% em tampéao
Tris-Borato-EDTA ou TBE 1X, por 3 horas a 105 V. Apés término da

eletroforese o gel foi corado com brometo de etidio, na concentracdo de 0,5
ug/ml, submetido a iluminacao ultravioleta, para confirmar o sucesso da reacao,

e fotodocumentado.

GENE 5-HTR2A4 - T102C
CORTE ENZIMA MspI DISFUNCAO ATM

Homozigotoselvagem- no cut Heterozigoto
M M
w342 pb-ambosalelos T == 342pb-alelo Tnormal
=== normaissobrepostos — 217
— — alelo C mutante
bl
Homozigotomutante

217 ambosalelos C
} mutantes

sobrepostos

1] =

Figura 1. Esquema representando os produtos da PCR ap06s andlise de

restricdo pela enzima Mspl.

3.3. Analise Estatistica

Os resultados foram submetidos previamente a estatistica descritiva para

determinacdo da normalidade. Foram utilizados os testes de Mann-Whitney
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para amostras com distribuicdo ndo normal, do Qui-quadrado para comparacao
entre as variaveis e odds ratio com intervalo de confianca de 95% (IC-95%). O
nivel de significancia foi estabelecido em 5%. Foi realizada analise do Equilibrio
de Hardy-Weinberg para a distribuicdo genotipica.

Os resultados foram expressos em porcentagens (%), média (M) e desvio
padrdao (DP). Os testes estatisticos foram realizados usando o programa
GraphPad InStat version 3.00, GraphPad Software Inc, San Diego California

USA.
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4. RESULTADOS

Do total de 100 pacientes com DTM (casos indice), 44 (44%) sédo do
género masculino e 56 (56%) do género feminino. Em relacéo a faixa etaria, a
idade variou de 15 a 76 anos para o género masculino (M-37,9 anos; DP+12,8)
e para o género feminino de 18 a 68 anos, (M-34,4 anos; DP+12,8).

Dos 100 pacientes do grupo controle, 78 (78%) sdo do género masculino
e 22 (22%) sao do género feminino. A faixa etaria variou de 18 a 63 anos (M-
35,4 anos; DP+11,6) para o género masculino e de 19 a 54 anos (M-32,5 anos;
DP+11,6) para o feminino.

Considerando os dados demograficos dos 100 casos indice e dos 100
controles, houve maior prevaléncia do género feminino (56%) nos casos indice
e 0 género masculino foi o predominante no grupo controle em 78% dos casos,
sendo esta relacdo significante (p<0,0001). Ambos o0s grupos, casos indice e
controle, tiveram maior prevaléncia nas classificacdes etarias de adulto jovem e
adulto, perfazendo o total de 97% e 100%, respectivamente. Nado houve
pacientes adolescentes e idosos nos controles. A andlise estatistica para esta
variavel demografica ndo mostrou significancia entre os grupos (p>0,05). Da
mesma forma, os valores médios da idade entre casos indice e controles néo

foram significantes (p>0,05) (Tabela 1).
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Tabela 1. Distribuicdo dos dados demogréficos dos casos indice (n=100) em

relacéo ao grupo controle (n=100).

Variaveis Casos indice Controles p
Género n (%) n (%)
Masculino 44 (44) 78 (78) <0,0001*
Feminino 56 (56) 22 (22)
Classificacao n (%) n (%)
Etaria
Adolescente 01 (01) 00 (00)
Adulto jovem 65 (65) 69 (69) 0,9080"
Adulto 32 (32) 31 (31)
Idoso 02 (02) 00 (00)
Idade M = DP M + DP
Anos 359+129 34,7+ 11,6 0,5808%

Teste qui-quadrado para amostras independentes: 22,8; df=1
T Teste qui-quadrado para amostras independentes: 0,55; df=3
*Teste de Mann-Whitney.

M + DP: Média + Desvio Padrédo.

Foi possivel a extracdo do DNA genbémico, a partir de leucocitos de

sangue periférico, de todas as amostras de ambos os grupos do estudo (n=200

- 100%) (Figura 2).
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Figura 2. Fotografia do DNA gendmico das amostras identificadas de 1 a 5, em
gel de agarose 1%. A seta indica as bandas correspondentes ao

DNA de cada amostra. M- marcador 100 pb (Ladder®).

A reacdo da PCR permitiu a amplificacdo do fragmento de 342 pb do

gene HTR2A, que abrange a regido do polimorfismo, em todas as amostras

analisadas (n=200 - 100%) (Figura 3).

Figura 3. Fotografia do produto da PCR - fragmento de 342 pb amplificado do
gene HTR2A, em gel de agarose 2%. Colunas 1 a 3 - amostras do

estudo. B - reacdo "Branca" (sem DNA). M- marcador 100 pb
(Ladder®).
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Apoés a digestdo enzimatica para identificacdo do polimorfismo 102T-C
(Figura 4), os resultados obtidos expressam 0s seguintes gendtipos para
ambos 0s grupos analisados:

TT — Homozigoto selvagem

TC — Heterozigoto

CC - Homozigoto mutante

Figura 4. Fotografia do produto da RFLP (digestdo enzimética) - fragmentos de
342, 217 e 125 pb do gene HTR2A, em gel de agarose 2%. Colunas
1 a 3 — gendtipos das amostras do estudo: Coluna 1: TT
(homozigoto selvagem); Coluna 2: TC (heterozigoto); Coluna 3: CC
(homozigoto mutante). As setas indicam o0s fragmentos
correspondentes as amostras nas Colunas 1 a 3. M- marcador 100
pb (Ladder®).
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Em relacdo as frequéncias genotipicas, o genotipo TT (selvagem) foi mais
frequente no grupo controle (37%) e o gendtipo CC (mutante) nos casos indice
(30%), sendo a diferenca entre os genotipos do polimorfismo 102T-C,
encontrados em ambos 0s grupos, considerada significante (p=0,015) (Tabela

2).

Tabela 2. Distribuicdo dos genoétipos encontrados nos casos indice e controles
para o polimorfismo 102T-C no gene HTR2A.

Genatipo Casos indice Controles p*
n (%) n (%)
TT 16 (16) 37 (37)
TC 54 (54) 47 (47) 0,0015
CcC 30 (30) 16 (16)

"Teste do qui-quadrado para amostras independentes — 13,06; df=2

O género feminino foi mais frequente (44%) nos casos indice e o
masculino (67%) nos controles com os genoétipos TT/TC, mas em relacdo ao
gendtipo CC o género masculino foi o mais frequente em ambos 0s grupos,
18% e 11%, respectivamente, sendo esta diferenca significante (p=0,0015)

(Tabela 3).
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Tabela 3. Distribuicdo do género dos casos indice e controles em relagdo aos

genaotipos encontrados para o polimorfismo 102T-C no gene HTR2A.

Casos indice Controles
Genotipo  Masculino  Feminino Masculino Feminino p*
n (%) n (%) n (%) n (%)
TT 07 (07) 09 (09) 27 (27) 10 (10)
TC 19 (19) 35 (35) 40 (40) 07 (07) 0,0015
cC 18 (18) 12 (12) 11 (11) 05 (05)

"Teste do qui-quadrado para amostras independentes: 21,56; df=6

Os casos indice apresentaram ocorréncia significantemente menor do
gendtipo TT em relacdo aos controles (p=0,0014), mas em relacdo ao genotipo
CC, os casos indice apresentaram ocorréncia maior do genétipo mutante que o
grupo controle, sendo esta diferenca significante (p=0,0289). Nao houve
diferenca significativa da ocorréncia do genétipo TC em relacdo a ambos os

grupos (p>0,05) (Tabela 4).

Tabela 4. Relacdo genotipica entre casos indice e controles para o
polimorfismo 102T-C no gene HTR2A.

Genatipo Odds ratio IC 95% chi-square p
(Casos x (OR)
Controles)
TT (16 x 37) 0,32 0,16-0,63 10,27 0,0014
TC (54 x 47) 1,32 0,76-2,31 0,72 0,3961
CC (30 x 16) 2,25 1,13-4,46 4,77 0,0289

IC - intervalo de confianca de 95%
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Em relacéo as frequéncias alélicas, os casos indice apresentaram menor
ocorréncia do alelo T (selvagem) e maior do alelo C (mutante), sendo esta
diferenca estatisticamente significante em relacdo aos controles (p=0,0007)

(Tabela 5).

Tabela 5. Relacdo alélica entre casos indice e controles para o polimorfismo
102T-C no gene HTR2A.

Alelos Odds ratio IC 95% chi-square p
(Casos x (OR)
Controles)
T (86 x 121) 0,49 0,33-0,73 11,57 0,0007
C (114 x 79) 2,03 1,36-3,02

IC - intervalo de confianca de 95%

Ambos os grupos foram testados para o Equilibrio de Hardy-Weinberg.
Em relacdo aos calculos obtidos, as frequéncias alélicas T e C para 0s casos
indice foram T=0,43 e C=0,57 e para os controles foram T=0,60 e C=0,40. Nao
houve diferenca significante entre os valores genotipicos observados e
esperados tanto dos casos indice (x°=1,03; df=1; p=0,31) quanto dos controles
(x2:0,03; df=1; p=0,87) para o polimorfismo analisado. Sendo assim, a

populacdo do estudo esta em equilibrio.
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5. DISCUSSAO

A base molecular da disfuncdo temporomandibular (DTM) €, em grande
parte, ainda desconhecida e digna de investigacbes cientificas. Fatores
genéticos, especialmente os relacionados a polimorfismos no gene receptor da
serotonina (HTR2A) tém sido associados ao desenvolvimento da dor na
musculatura mastigatoria, ocasionando a dor miofascial do sistema
estomatognatico.®® O receptor 5-HT2A é um componente essencial do
sistema serotoninérgico, estando sua expressao sob controle génico. Assim,
polimorfismos nos genes que codificam o receptor podem afetar o estado
funcional do mesmo e, por sua vez, a atividade serotoninérgica ocasionando
distdrbios no ténus muscular.“?

Até o presente momento, ndo ha dados na literatura brasileira sobre a
analise molecular do gene HTR2A com a finalidade de verificar a prevaléncia
do polimorfismo 102T-C em pacientes com e sem DTM, havendo somente uma
referéncia na literatura internacional que relata a frequéncia deste polimorfismo
e a associacdo com a DTM.("

Para avaliacédo de resultados de associacdo genética, é importante que 0s
grupos de pesquisa e 0s controles tenham a mesma étnica (ou cor de pele) e
mesma origem geografica, pois as bases genéticas de doencas, como a
configuracdo polimérfica, podem diferir entre varias regides e entre
populacdes, %% o que foi considerado no presente estudo, pois apesar da
intensa miscigenacao brasileira, foram incluidos pacientes e controles de

mesma aparente origem étnica e de mesma aréa geografica.
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E amplamente aceito que a DTM é mais prevalente no género feminino e
na faixa etaria de 20 a 40 anos.*® Na populacdo brasileira, um estudo
epidemioldgico também constatou alta prevaléncia do género feminino entre os
pacientes estudados com DTM tendo, a maioria, entre 21 a 30 anos.® Apesar
de as mulheres tenderem buscar tratamento em frequéncia muito maior que os
homens, foram feitas tentativas para explicar essas diferencas no género, em
termos de apectos comportamentais, psicossociais, hormonais e
constitucionais embora, até o presente momento, ndo se tenha obtido qualquer
resultado conclusivo.*>*”) Os resultados do presente estudo estdo de acordo
com os da literatura devido ao predominio do género feminino no grupo com
DTM, na proporcdo de 1,2:1; no grupo controle, predominou o género
masculino, na propor¢cdo de 3,5:1, sendo esta diferenca estatisticamente
significante. Em relacdo a faixa etaria, a idade média feminina do grupo DTM
(34,4 anos) e do grupo controle (32,5 anos) foi pouco acima da descrita na
literatura brasileira,®® mas esta dentro da faixa da literatura internacional, ")
nao havendo diferenca significante entre os grupos.

Em relacdo ao exame fisico especifico, este constitui um fator diagnostico
importante para a realizacdo do diagnostico diferencial no campo das DTM.
Considerando que tais problemas fazem parte de um grupo de dores
denominado de dores musculoesqueléticas, entende-se que deve ocorrer dor
ou exacerbacdo dos sintomas quando a palpacdo € realizada sob presséao.
Essa € uma caracteristica tipica e de extrema importdncia quando da
realizacdo de exames de dores faciais. Esse fato reforca a importancia da

necessidade de exames efetivos de palpacdo como meios de diagndéstico
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diferencial. Apesar de a algometria gerar dados numéricos Uteis como meio
paramétrico e linear de se mensurar a resposta do paciente a palpacao
muscular, a inspecdo manual continua sendo o procedimento mais amplamente
utilizado pelos profissionais, em todo o mundo.®?

A alta especificidade encontrada na palpacdo para os valores propostos
para os diferentes musculos, praticamente garante que as respostas positivas a
palpacdo apresentem alta confiabilidade, devido a baixa possibilidade de falso-
positivos. Quando devidamente capacitados, profissionais da area odontologica
sdo capazes de executar tais procedimentos de maneira bastante
confiavel.®%? A anamnese ainda continua sendo o passo mais importante na
formulacdo de uma impressdo diagndstica inicial. Mas, o exame fisico
especifico, constituido por palpacdo da musculatura e da ATM, mensuracao da
movimentacdo mandibular ativa e andlise de ruidos articulares, quando
executado por profissionais treinados e capacitados, € um instrumento de
grande validade no diagndstico,®® conforme realizado no presente estudo.

O seguimento rigoroso da metodologia realizada no presente estudo,
objetivando o minimo de interferéncias ou viés, é que permitiu a obtencdo dos
resultados considerados confiaveis, por terem sido realizados de acordo com
os da literatura. A composicdo dos grupos de participantes foi determinada a
partir da presenca ou ndo de sinais e sintomas de DTM. O protocolo de

identificagdo da DTM,™"

pelo exame fisico especifico utilizado neste estudo,
permitiu a diferenciacdo dos participantes caracterizando-os em seus
respectivos grupos — com DTM (casos indice) e sem DTM (controles). Assim, a

caracterizacdo de presenca ou nao de DTM, para a presente pesquisa, levou
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em consideracdo os dados clinicos obtidos pelo exame fisico especifico e,
essencialmente, a rigorosidade seguida para os critérios de inclusdo e
excluséo.

A dor, como queixa principal, constitui-se fundamentalmente em
importante adverténcia do organismo modulando respostas motoras para que
comportamentos e funcdes sejam modificados na tentativa de minimizar a
sensacao desagradavel, e por isso é considerada como o principal critério de
inclusdo para grupos com DTM.®® No presente estudo, a presenca de dor foi
considerada como critério de inclusdo, mas associada aos outros critérios
descritos e ndo isoladamente. Pois, os critérios referentes a sintomatologia
dolorosa sao altamente subjetivos e de dificil precisdo em decorréncia das
inlmeras variaveis interferentes tais como: tipo de acometimento, limiar
individual da percepcédo e incobmodo, atencdo, atitude e aspectos emocionais
associados ao problema e sua repercusséo.*®

Ha pouca correlacdo entre a gravidade da queixa da dor relacionada a
DTM e evidéncias de definitiva doenca tecidual. Isso tem levado ao conceito
que a dor em alguns pacientes com DTM pode resultar de alteragcbes no
processamento da mesma no SNC e, além disso, essa alteragdo no
processamento pode ser atribuida a transmissdo hereditaria de genes
especificos. Alteracdes psicologicas sdo também consideradas em
contribuirem para o desenvolvimento e cronicidade da dor, quando por mais de
seis méses, relacionada a DTM, particularmente na musculatura
mastigatéria.®®® E bem conhecido que, devido & heranca genética da

sensibilidade nociceptica e analgésica, fatores psicolégicos podem afetar os
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resultados de estudos genéticos relacionado a DTM, pois a ansiedade, o
estresse e outros disturbios emocionais podem exacerbar os sintomas da DTM,
especialmente em pacientes com dor cronica. %%

No presente estudo, foram realizados questionamentos sobre o estado
emocional dos pacientes e controles para evitar este inconveniente. Os
individuos incluidos no estudo néo apresentavam alteracdes psicolégicas nem
faziam uso de drogas psiquiatricas. Desse modo, foi tentado eliminar, ao
maximo possivel, a interferéncia ou efeito de fatores psicolégicos no estudo.
Além disso, os pacientes foram incluidos no grupo DTM pela presenca de dor e
mialgia localizada, além de sensibilidade a palpacdo muscular, persistentes ha
mais de trinta dias e ndo mais que seis meses, evitando-se assim a influéncia
psicolégica na cronicidade da dor.*2®

A discordancia entre os sintomas subjetivos dos pacientes e 0s sinais
clinicos objetivos encontrados durante um determinado exame fisico é
interessante, sendo atribuida as diferencas individuais, ainda que a natureza
dessas seja desconhecida. Um dos principais determinantes das diferencas
individuais pode ser a heranca genética. Com a recente identificacdo de
polimorfismos nos genes, tém-se compreendido melhor a base das doencgas e
as diferencas individuais, em termos de sintomatologia e resposta ao
tratamento.®®

Atualmente, os testes genéticos estdo sendo realizados para investigagcao
das mais diversas doencas, ndo apenas por serem considerados nao
invasivos, mas também pela alta sensibilidade e especificidade para estudo

molecular, conforme realizado no presente estudo.
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No estudo internacional de referéncia que relacionou o polimorfismo
102T-C no gene receptor 5-HT2A & DTM,”) foram analisados 63 pacientes e 54
controles, de ambos 0s géneros, sendo encontrada a prevaléncia do genotipo
CC (mutante) em 36,5% dos pacientes com DTM e do gendtipo TT (selvagem)
em 27,8% dos controles. Da mesma forma, no presente estudo foram
realizadas comparacdes estatisticas das frequéncias genotipica e alélica entre
0s grupos de pacientes e controles. O genétipo CC (mutante) foi mais
prevalente nos casos indice (30%) e o gendtipo TT (selvagem) foi mais
prevalente no grupo controle (37%) sendo esta diferenca significante.
Consequentemente, o alelo C foi mais frequente no grupo DTM e o alelo T no
grupo controle, com significancia estatistica.

Conforme a literatura, estes resultados podem indicar que, devido a
ocorréncia significativamente maior do gendtipo mutante no grupo DTM assim
como do alelo C, a homozigose para o alelo T pode ter um efeito protetor para
a DTM enquanto que a homozigose para o alelo C pode aumentar o risco de
DTM. Os gendtipos variantes desse gene, por possuirem diferentes niveis de
atividade, poderiam afetar ou modificar a atividade serotoninérgica, pela
diminuicAio do numero de receptores pos-sinapticos, resultando em
concentracdo mais baixa de serotonina no espaco extracelular, ou seja, da
serotonina ativa.®® Esses baixos niveis serotoninérgicos ndo sdo, entio,
suficientes para estimular o sistema analgésico central descendente
desencadeando, portanto, a sensacéo dolorosa ou hiperalgesia na DTM. Desse
modo, essas variantes genotipicas podem exercer diferentes funcdes

moleculares na DTM ou por estarem envolvidas na sua patogénese
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propriamente dita ou por determinarem predisposi¢cdo genética, embora a DTM
pareca néo ter aspecto familial.®®

Apesar de o predominio feminino no grupo DTM e masculino no grupo
controle no presente estudo, a analise da distribuicdo do género em relacao ao
genaotipo demonstrou que houve maior prevaléncia do género masculino com o
gendtipo CC em ambos os grupos, 17% e 11%, respectivamente, sendo esta
relacéo significante. No estudo de referéncia, apesar do predominio masculino
em ambos os grupos, ndo houve mencéao de qual género foi o0 mais prevalente
para o genétipo mutante (CC),(” por isto ndo foi possivel argumentar se estas
diferencas no género poderiam ser a razdo para os resultados encontrados em
relacdo a distribuicdo genotipica.

A associacdo genética a DTM enfatiza a hipétese de disfuncao do sistema
serotoninérgico quando se considera a etiopatogenia dessa disfuncdo.®®
Apesar dos resultados positivos encontrados no presente estudo 0s mesmos
devem ser interpretados com cautela e precisam ser corroborados por estudos
independentes e multicéntricos para se determinar a real prevaléncia do
polimorfismo 102T-C no gene HTR2A e sua associacdo com a DTM na
populacao brasileira.

A serotonina e os genes de seus receptores tem sido o foco de inUmeras
pesquisas e estudos de revisdo, mas somente um enfocou sua interacdo com a
DTM.(? Maiores conhecimentos desta relacdo ndo sdo apenas importantes
para a compreensdo da fisiologia e fisiopatogenia da dor miofascial, mas
também para auxiliar na descoberta das causas moleculares da DTM. O

conhecimento das interacbes entre a biologia molecular e a DTM propicia



51
Discussao

novas perspectivas no diagnostico precoce e em terapias farmacolégicas, além
de estimular pesquisas no intuito de investigar em como o0 sistema

serotoninérgico influencia na modulacéo da dor.
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6. CONCLUSOES

As técnicas da Reacdo em Cadeia da Polimerase/Polimorfismo do
Comprimento de Fragmentos de Restrichdo (Polimerase Chain
Reaction/Restriction Fragment Lenght Polymorphism - PCR/RFLP), com o
protocolo utilizado no estudo, permitiram determinar que o polimorfismo 102T-C
€ responsavel por cerca de 1/3 da disfuncdo temporomandibular na populacdo
estudada.

Os testes moleculares podem ser um valioso complemento de diagnostico
nao apenas individual, mas também como método de rastreamento para
estudo populacional, colaborando para a investigacdo molecular da DTM.

As evidéncias de associacdo entre o polimorfismo 102T-C no gene
HTR2A e a DTM, demonstram que existem diferencas, ao nivel molecular, em
pacientes com e sem DTM, e a possivel atuacdo do sistema serotoninérgico

nesta disfuncao.
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8. ANEXOS

Anexo 1. Parecer do Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina de
Séo José do Rio Preto, SP (CEP- FAMERP).

FACULDADE DE MEDICINA DE SAO JOSE DO RIO PRETO

Autarquia Estadual - Lei n.® 8899 de 27/09/94
(Reconhecida pelo Decreto Federal n.” 74.179 de 14/06/74)

Parecer n.° 393/2008

COMITE DE ETICA EM PESQUISA

O Protocolo n® 5575/2008 sob a responsabilidade de Luciana
Venancie Secches com o titulo "Associagdo do polimorfismo T102C no gene
HTR2A com disfungdo temporomandibular” estd de acordo com a resolugdo
CNS 196/96 e foi aprovado por esse CEP.

Lembramos ao senhor(a) pesquisador(a) que, no cumprimento da
Resolugtio 251/97, o Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos (CEP)
devera receber relatérios semestrais sobre o andamento do Estudo, bem
como a qualquer tempo e a critério do pesquisador nos casos de relevéncia,
além do envio dos relatos de eventos adversos, para conhecimento deste
Comité. Salientamos ainda, a necessidade de relatério completo ao final
do Estudo.

Sdo José do Rio Preto, 13 de outubro de 2008.

Prof. Dr. An%anio Carlos Pires
Coordena o JCEP/FAMERP

T .

Av. Brigadeiro Faria Lima, 5416 - 15090-000 - S&o José do Rio Preto - SP - Brasil
Tel. (17) 3201-5700 - Fax (17) 3229-1777 - www.famerp.br
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Anexo 2. Modelo do QUESTIONARIO - Academia Americana de Dor Orofacial.**

Nome:

DN:

Género:
Endereco:
Fone:

Data:
Identificagao n°:

Questbes

Dificuldade Dor
Sim Nao Sim Nao
Abrir a boca () () () ()
Bocejar () () () ()
Mastigar () () () ()
Falar () () () ()
Morder () () () ()

Sim Nao

Deslocamento ou () ()

travamento de mandibula
Dor mandibular

Dor ATM

Dor de ouvido

Dor na face ou bochecha
Dor nas témporas

Estalido na ATM

Cefaleias

Uso de Protese dentaria
Trauma na cabeca/pescoco
Trauma mandibular

Ranger ou travar os dentes
Tratamento prévio
Interferéncia da dor no
trabalho, na vida diaria

Uso de medicacéo para dor

AN AN AN A A A A A A AN
N N N N N N N N N N N N
AN AN AN AN A A AN A A SN
N N N N N N N N N N N N

—~
~
—~
~
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Anexo 3. Modelo do EXAME CLINICO - Academia Americana de Dor Orofacial.'*

Nome:

DN:

Género:

Endereco:

Fone:

Data Exame Fisico:
Identificacdo: n°

1. Limite dos Normal Alterado Dor
movimentos Moderado Grave Sim Nao
mandibulares

Abertura >40mm () 35-40mm () <35mm ()
Lateral-D >10mm () 5-10mm () <5mm ()
Lateral-E >10mm () 5-10mm ( ) <5mm ()

—~ A~~~
— N —
— — —

2. Palpacédo das areas Normal Alterado Dor
de dor
Pré-auricular D
Pré-auricular E
Masseter D
Masseter E
Temporal D
Temporal E
ATM D

ATM E

Z
oy
o

AN AN AN AN AN AN S
e e N e e R R N
— N N N N N N
A~~~ o~~~ o~ —~ N
e N N N N N N 3
AN AN AN AN AN AN AN
— N N N N N N

3. Ausculta de sons da Ausente Presente
ATM

Clique (estalido) na () ()
abertura

Cligue no fechamento
Cligue no mov. lateral-D
Cligue no mov. lateral-E
Crepitagdo no movimento
lateral-D

Crepitagdo no movimento () ()
lateral-E

e N e R
— N N

4. Exame Oclusal Ausente Presente
Desgaste () ()
Dentigéo superior () ()
(descrever)

Dentigéo inferior () ()
(descrever)

Dentes anteriores em () ()
contato

Alinhamento da arcada () ()
dentéria

5. Exame Facial Ausente Presente
Simetria Facial () ()
Alinhamento Facial () ()



