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RESUMO

Objetivo: Este estudo objetivou a investigacdo de associacdo de fatores
biopsicossociais, clinicos e polimorfismos no gene TNFAIP3 com deslocamentos de
disco (DD) da articulacdo temporomandibular (ATM). Materiais e Métodos:
Variaveis sociodemograficas, clinicas, psicolégicas e genéticas foram avaliadas. A
amostra foi constituida de 226 pacientes do sexo feminino, com idades entre 18 e
73 anos. No grupo caso, 95 pacientes apresentaram DD da ATM (deslocamento de
disco com ou sem reducéo) e artralgia. No grupo controle, foram alocadas 131
pacientes sem DD da ATM. O DNA foi coletado de células epiteliais bucais. Os
polimorfismos do gene TNFAIP3 (rs610604, rs5029933, rs5029930 e rs58275)
foram investigados pela Técnica da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) em
Tempo Real. Analises univariada e multivariada foram realizadas (p<0,05).
Resultados: A média de idade foi menor no grupo caso (31,48 + 11,52) que no
grupo controle (37,57 + 15,57) (p= 0,002). O histérico de uso de aparelho ortodéntico
(p=0,026) e escala de depressao (p=0,007) associaram-se com DD da ATM, sendo
0 grau severo de depressédo (52,6%) mais prevalente no grupo caso. Para as
variaveis etnia (p=0,714), habito de fumo (p=0,331), préatica estudantil (p=0,504),
uso de aparelho ortoddntico (p=0,141) e grau de ansiedade (p=0,084), ndo houve
diferenca estatisticamente significante entre os grupos. Nenhum dos tagSNPs
estudados associaram-se com DD da ATM. No modelo multivariado o uso de
aparelho ortodéntico e a menor média de idade mostraram-se associados aos DD
da ATM, e a depresséo associou-se de forma borderline. Conclusdo: Menor média
de idade, historico de uso de aparelho ortodéntico e depresséo, associaram-se com
DD da ATM em mulheres. Os tagSNPs do gene TNFAIP3 estudados ndo mostraram
associacao de risco ou protecéo para os DD da ATM.

Palavras-Chave: Disfungédo temporomandibular, deslocamento de disco, TNFAIP3.



1. INTRODUCAO

A articulacdo temporomandibular (ATM) é classificada como uma articulagéo
ginglimoartroidal de fungédo complexa, pois realiza tanto movimentos mandibulares
rotacionais como translacionais. (1) Suas estruturas anatomicas predominantes
compreendem a por¢do escamosa do 0sso temporal, cabeca da mandibula, capsula
e disco articulares e ligamentos adjacentes. (2)

Em particular, o disco articular é formado por tecido fibrocartilaginoso flexivel
e bicdbncavo, que atua como uma zona de separacao entre a cabeca da mandibula
e 0 0sso temporal, reduzindo o atrito da articulacdo e distribuindo as cargas
provenientes dos movimentos mandibulares. (3)

Deslocamentos de disco (DD) da ATM ocorrem quando o disco articular
ocasiona um posicionamento anormal entre a relacao disco, cabeca da mandibula e
eminéncia articular. De acordo com a Academia Americana de Dor Orofacial, os DD
da ATM séo classificados como uma disfungéo temporomandibular (DTM) de origem
articular (4), sendo a artropatia mais frequente da ATM. (5)

Os deslocamentos de disco sao divididos em dois grupos: i) com reducdao,
caracterizado por uma posi¢ao anterior do disco com retorno a sua posi¢cao normal
durante a abertura bucal, e ii) o deslocamento de disco sem reducdo, onde nao
ocorre o retorno do disco a sua posicao ideal no movimento de abertura bucal. (6, 7)

Estima-se que cerca de 30% da populacdo apresente alguma DTM ou
deslocamento de disco, (8, 9) sendo mais prevalente em mulheres. (10, 11) A
etiologia da DTM néao é totalmente esclarecida (12) e esta associada a presenca de

fatores de risco, como: traumatismos, habitos parafuncionais, bruxismo, condicéo



postural, microtraumas oclusais, pré-disposicdo sistémica, alteracdes do sono,

aspectos psicossociais e fatores genéticos. (3, 13-20)

Um aspecto primordial no desenvolvimento e agravo da DTM é a inflamacéo.
Estudos demonstram que o processo inflamatério exacerbado estd intimamente
ligado a destruicdo das estruturas anatébmicas da ATM (21) e que essas disfuncdes

inflamatdrias ocorrem com prevaléncia consideravel de 34,2%. (22)

A inflamagcdo é um conjunto de fendbmenos homeostéticos dos tecidos
vascularizados que visa a remocao de agentes lesivos e a restauracao das fungdes
fisiologicas, coordenado pela acdo celular e por mediadores inflamatérios. (23) A
ativacao celular e de citocinas proé-inflamatérias pode estar presente nos quadros de

deslocamento de disco articular, com ou sem reducgdo. (24, 25)

O disco da ATM é avascular, (26) enquanto a camada de revestimento sinovial

da cépsula articular é ricamente equipada por capilares sanguineos, promovendo a

nutricdo da articulagéo. (27) Desse modo, na presenca de DD da ATM, podemos

observar consideravel aumento dos capilares no tecido sinovial, hiperemia e

infiltracdo de células inflamatorias, como células T, mondcitos e macrofagos, além
da abundancia de mediadores inflamatdrios. (27-30)

A superfamilia do fator de necrose tumoral € composta por 19 membros,

(31) dentre elas, o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) que é considerado uma

citocina pro-inflamatdria essencial, descrita pela primeira vez em 1975 por Carswell

e colaboradores. (32) O TNF-a participa de forma direta no epicentro da inflamagao

e regula multiplos processos biolégicos. (33, 34) Essa proteina é secretada por
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células imunoldgicas ativas, tais como, macréfagos, linfécitos e mondcitos, na
presenca de infeccdo, inflamacgé&o ou pés trauma. (35)

A sinalizacdo do TNF-a acontece a partir da ligagdo com receptores de
membrana, conhecidos como receptor 1 (TNFR1) e receptor 2 (TNFR2) do TNF-a.
Esse mecanismo resulta tanto na ativacdo de genes especificos, quanto na producgéo
de citocinas envolvidas na regulacdo e equilibrio da apoptose e sobrevivéncia
celular. (36, 37) (Fig. 1) Ademais, essa proteina pode promover vasodilatacéo,
formacdo de edema, regulacdo da coagulacdo sanguinea e indiretamente induzir
febre. (33)

O papel do TNF-a em doencas auto-imunes e inflamatorias é fortemente
explorado. Sindrome de Sjogren, (38) psoriase, (39) doenca de Behcet, (40) artrite
reumatoide, (41) doenca periodontal, (42) sinovite, dor e crepitagdo na ATM, (43-45)
sao algumas condi¢Oes descritas em associagao a essa citocina.

Partindo da premissa de que o TNF-a esteja associado a doencas
articulares, Suzuki e colaboradores examinaram 33 espécimes articulares de
pacientes que apresentaram desarranjos internos da ATM. Seus resultados
apontaram predominante frequéncia de TNF-a nas células e vasos sanguineos da
membrana sinovial. Assim, os autores concluiram que TNF-a pode estar envolvido
no processo de desarranjos internos da ATM. (29). Esse estudo corrobora com Lin
e colaboradores, pois seus achados sugerem que a expressdo aumentada de TNF-
a na ATM em ratos pode desempenhar um papel na patogénese da DTM. (46)

Outro mecanismo complexo e de extrema relevancia correlacionado ao
TNF-a € a sinalizagdo do Fator Nuclear Kappa-Beta (NF-«kB). Essa proteina-chave

da resposta imunoinflamatéria (47-50) é responsavel pela ativacdo da primeira linha
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de defesa imunoldgica, o sistema imunolégico inato. (51) Varios estudos
demonstram que a quantidade elevada de NF-«kB pode resultar na deficiéncia de
homeostase tecidual, (52, 53) presenc¢a de doencgas coronarianas, (54) osteoartrite,
(55) e inflamacao na ATM em ratos. (56, 57)

Além da ativacgado positiva de genes e vias de sinalizagdo, o TNF-a exerce um
papel negativo sobre o NF-kB, chamado de “negative loop feedback”. (58) O blogueio
da cascata inflamatoria relacionada com NF-kB acontece pela sintese da proteina
A20 induzida pela NF-kB ativo (Fig. 1). A proteina A20 desempenha funcao crucial
na homeostase tecidual, a partir da supressédo de apoptose celular e do processo

inflamatorio exacerbado. (59-61)
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Figura 1. Regulacdo e sinalizacdo do NF-kB. (A) Resposta inflamatdéria
desencadeada a partir da ligacdo do TNF-a com seu receptor de membrana TNFR1,
resultando na ativacdo do NF-kB, o qual, se transloca para o interior do nucleo celular,
ativando a transcricdo de genes, tal como TNFAIP3 e a sintese de proteina A20. (B)
Mecanismo anti-inflamatério chamado de “negative loop feedback” induzido pela
proteina A20, por meio da degradacdo de RIP1, processo conhecido como
desubiquitinacéo, bloqueando a ativacdo do complexo NF-kB. Fonte: Jacque E, Ley SC.
RNF11, a new piece in the A20 puzzle. The EMBO Journal. 2009;28(5):455-6. (57)

Na presenca de estimulos moleculares provenientes de patdégenos ou
citocinas proé-inflamatérias, macrofagos ativos impactam diretamente nos niveis
séricos de proteina A20. A deficiéncia de A20, em camundongos, mostrou-se

associada com o desenvolvimento de artrite inflamatoria (62) e com o agravo de
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doenca periodontal em decorréncia do aumento da inflamacgéo nos tecidos gengivais.
(63)

Induzido pelo TNF-a, o gene TNFAIP3 é o responsavel pela codificacdo da
proteina A20. (64) O gene TNFAIP3 est4 localizado no braco longo do cromossomo
6 na posicdo g23.3, é constituido de 790 aminoacidos e sua massa molecular
corresponde a 89614 Da.

(https://www.genecards.org/cqibin/carddisp.pl?gene=TNFAIP3).

Polimorfismos de base Unica (SNPs) séo variagdes no DNA com alteracao de
um Unico nucleotideo na sequéncia do genoma, gerando alelos comuns na
populacdo, com frequéncia maior que 1%. (59) Um SNP localizado em uma
sequéncia promotora ou regido de éxon de um gene pode influenciar a quantidade
de expressao da proteina correspondente, alterar aminoacidos e impactar a funcao
da proteina codificada, podendo associar-se com a suscetibilidade a certas doencas.
(65, 66) Assim como polimorfismos em regides intronicas, dependendo de sua
localizacdo, podem afetar o splicing alternativo, interferindo na codificagdo do
genoma ou impactando na regulacéo da expressao génica. (67, 68) A abundancia e
a grande frequéncia de polimorfismos no genoma humano os transformam em alvo
para explicar a variabilidade genética e sua possivel influéncia para o risco e
progressédo de algumas doencas e condigbes complexas. (69-72)

Um notavel projeto iniciado em 2006, intitulado “OPPERA” (Orofacial Pain:
Prospective Evaluation and Risk Assessment), vem estudando amplamente os
fatores de risco a DTM. Em uma de suas publicacdes, foram avaliadas 2.737
pessoas sem DTM, através de um estudo de coorte prospectivo, durante um periodo

médio de 2,8 anos, no qual 260 pessoas desenvolveram os primeiros tracos de DTM.
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Nessa pesquisa, 358 genes foram avaliados; entre eles, genes relacionados a
inflamag&o. Nenhum SNP esteve associado ao desfecho; todavia, os autores
sugeriram que SNPs em associagdo a determinados fendtipos, como
dor, ansiedade, depressao e estresse, possivelmente contribuam para a incidéncia
de DTM. (73)

Entretanto, é possivel encontrar uma gama de outros estudos que descrevem
associacbes de polimorfismos genéticos com DTM. Polimorfismos genéticos
envolvidos no processo inflamatério, como o TNFa -308, apresentaram-se como
fator de risco para DTM. (45) Ainda, o polimorfismo IL6-174 associou-se com a
sensibilidade a dor em pacientes com DTM, (74) e o polimorfismo no gene OPG foi
descrito como possivel marcador associado ao risco de anquilose da ATM.(75) SNPs
nos genes do receptor de hidroxitriptamina 2A (HTR2A) e catecol-O-metiltransferase
(COMT), correlatos aos neurotransmissores serotonina e dopamina, também
associaram-se a DTM. (76) O mesmo foi observado para o gene do receptor de
dopamina D2 (DRD2), o qual associou-se ao deslocamento de disco em
adolescentes brasileiros.(77) Polimorfismo no receptor de estrogénio (ESR2) foi
considerado um marcador genético para DTM em mulheres adultas. (78) Também,
polimorfismo no gene da metaloproteinase 1 (MMPL1), responsavel pela degradacéo
de matriz celular, foi associado ao deslocamento anterior de disco com redugéo. (79)

A deteccdo de fatores predisponentes associados a respostas
fisiopatolégicas, bem como, a identificacdo de grupos de risco para determinadas
patologias, mostram-se elementares no cenario cientifico e clinico. Portanto, a busca

de marcadores genéticos que possibilitem a deteccdo de individuos propensos ao
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desenvolvimento dos DD da ATM é imprescindivel para a prevencgéo e instauracao
de terapéuticas individualizadas.

Autores acreditam que a crescente acessibilidade de tecnologias
contemporaneas em investigacoes da resposta e sinalizagdo conexas ao TNF-a
permitirdo uma maior contextualizacdo nos processos imunoldgicos. (80) Além do
mais, citocinas inflamatorias compativeis com as disfungbes articulares, se

identificadas, podem estabelecer terapéuticas inovadoras. (81)

Nos ultimos anos, diversos fatores clinicos e genéticos relacionados a DTM
foram estudados. (45, 73-78, 82-86) Porém, até o momento ndo ha estudos

investigando a associagédo de DD da ATM com polimorfismos no gene TNFAIP3.
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2. OBJETIVO

O objetivo desse trabalho foi testar a associagao de fatores biopsicossociais,
clinicos e dos polimorfismos rs610604, rs5029933, rs5029930 e rs582757 no gene

TNFAIP3 com a presenca de deslocamentos de disco da ATM.
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3. MATERIAIS E METODO

3.1 Selecdo da Amostra

Esta pesquisa € caracterizada como estudo populacional transversal,
observacional, caso-controle. O “n” amostral total foi de 226 mulheres recrutadas na
Clinica de Odontologia da Pontificia Universidade Catdélica do Parana (PUCPR), e
do ambulatorio do Hospital Universitario Evangélico de Curitiba, apos aprovacgéao do
Comité de Etica em Pesquisa (Parecer: 1.863.521). As participantes assinaram um
termo de consentimento livre e esclarecido, previamente a coleta de dados.

Para analise clinica e genética dos DD da ATM, as pacientes com idades entre
18 e 73 anos (n=226) foram divididas em grupo caso, composto por 95 pacientes
com deslocamento de disco, com reducdo ou sem reducdo, e artralgia, e grupo
controle, composto por 131 mulheres sem sinais e sintomas de DTM.

Nao foram incluidas nesse estudo pacientes com mialgia sem artralgia, e
também as que apresentaram condicbes que comprometessem a resposta
imunoinflamatéria, tais como: uso crénico de anti-inflamatdérios, diabetes, hepatite,
HIV, quimioterapia, doenca maligna, doenca auto-imune, gravidez ou lactacéo, e

cirurgia prévia na ATM.
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3.2 Anélise biopsicossocial e clinica

As variaveis investigadas em associacdo aos DD da ATM foram: idade, etnia,
habito de fumo, pratica estudantil, uso e histérico de uso de aparelho ortodéntico,
ansiedade e depressao.

A coleta de dados e diagnostico dos DD e artralgia foram executados por dois
cirurgibes bucomaxilofaciais clinicos experientes (ADD e ILPB), com base no
instrumento Research Diagnostic Criteria for Temporomandibular Disorders
(RDC/TMD) (87) e calibrados a partir do teste Kappa (Interexaminador 9,5;
Intraexaminador 9,6). As pacientes responderam ao questionario autoavaliativo
sobre o0s aspectos clinicos e psicossociais.

Para a escala de depressao, foi utilizado o questionario Patient Health
Questionnaire 9 (PHQ-9), sensibilidade de 78% e especificidade de 87%. (9) Foram
avaliados 09 itens respectivos ao humor deprimido. Através de escala de pontuacéo,
a interpretacao foi realizada. O escore maximo utilizado para cada item foi de 27 (Fig.
02).

Generalized Anxiety Disorder 7 (GAD-7) foi o teste utilizado para avaliar
transtornos de ansiedade generalizados, apresentando sensibilidade de 89% e
especificidade de 82%. (88) Humor e comportamento ansioso foram avaliados
quantitativamente a partir de sete itens. O escore maximo possivel foi de 21 pontos
(Fig. 2).

ESCALA DE PONTUACAO

PHQ-9 5-9 10-14

Depressio [ Leve Moderada ] Mod-Severa ] Severa
GAD-T 59 10-14

Ansiedade | Leve Moderada Severa

Figura 2. Escala de pontuacao para interpretacao dos testes PHQ-9 e GAD-7.
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3.3 Obtencéo de DNA

Células epiteliais foram obtidas por meio de um bochecho com solucao de
glicose 3% e raspagem da mucosa jugal com espatula de madeira esterilizada. O
DNA foi extraido de células bucais epiteliais com acetato de aménio 10 M e EDTA 1
mM. (89, 90) A concentracdo e pureza do DNA foram determinadas por

espectrometria por meio do equipamento NanoDrop.

3.4 Analise de polimorfismos em gene candidato funcional

Os polimorfismos selecionados do gene candidato proposto, TNFAIP3,
localizados em regiéo intronica, sao: rs610604, rs5029933, rs5029930 e rs582757
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/). Os SNPs foram identificados a partir do banco
de dados 1000 Genomes usando a ferramenta Ferret. (91)

TagSNPs sao polimorfismos-chave que representam o gene candidato como
um todo, considerando bins, blocos de desequilibrio de ligagédo (DL), calculados por
r2>80. A frequéncia alélica minima considerada foi de 5% na populacdo CEU. A
populacdo CEU é composta por residentes de Utah com ancestralidade norte e oeste
da Europa, consistente com a descendéncia europeia da populacdo estudada. De
acordo com o censo demogréfico brasileiro (2010), 70% dos paranaenses Sao
caucasianos, apesar de a populacéo ser considerada miscigenada.

O DNA coletado e purificado foi amplificado por PCR em tempo real (Applied
Biosystems 7500 Real-Time PCR System). A genotipagem foi realizada com a
utilizacao da tecnologia TagMan® Genotyping Master Mix (Applied Biosystems) (92)

para a identificacdo dos genotipos estudados.
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3.5 Andlise estatistica

As anadlises estatisticas foram realizadas no programa SPSS, versédo 2.3.
Odds Ratio (OR) e intervalo de confianca (IC) de 95% foram determinados quando
possivel. Resultados com p<0,05 foram considerados estatisticamente significantes.

Variaveis nominais foram apresentadas como frequéncia e porcentagem. O
teste qui-quadrado de Pearson foi utilizado para avaliar as diferencas entre 0s grupos
para variaveis categoricas. Apos a realizacdo dos testes estatisticos, o teste de
verossimilhanca foi escolhido para os casos em que a contagem esperada fosse
menor que 1. O célculo de média de idade para os grupos caso e controle foi
executado por meio do teste T de student.

Os seguintes modelos genéticos de associacdo entre os marcadores
(tagSNPs) foram avaliados: modelos dominante e recessivo pelos testes qui-
quadrado de Pearson ou verossimilhanca, e o modelo aditivo, por regressao logistica
binaria.

Para andlise multivariada, foi utilizado o modelo de regresséo logistica binaria
e método Backward, incluindo variaveis independentes com valores de p<0,20 na

analise univariada.
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4. RESULTADOS

4.1 Poder amostral

Utilizando a ferramenta Genetic Power Calculator Tool, (93) foi calculado o

poder da amostra em torno de 80% de significancia (Tabela 1).

Tabela 1. Para o estudo do poder amostral, os parametros adotados foram:
prevaléncia de 30% dos DI, tamanho do efeito amostral de 1.8 a 2.2, carregando
somente uma copia do alelo de risco, e de 3.6 a 4.4 para dois alelos de risco, D=1,
frequéncia do alelo mais raro entre 0,119 a 0,495. Razao de caso e controle de 1:1.3

e nivel de significancia de 5%.

tagSNP Frequénciado alelo Poder n casos para 80% de poder
rs610604 0.05 0.0806 2838
0.1 0.3243 329
0.2 0.8996 71
rs5029933 0.05 0.06766 4885
0.1 0.21 565
0.2 0.7868 98
rs5029930 0.05 0.1791 694
0.1 0.8422 84
rs582757 0.05 0.1122 1114
0.1 0.5603 167
0.2 0.9942 37

Frequéncia do alelo mais raro e tamanho do efeito amostral para uma e duas cépias do alelo
de risco, para cada polimorfismo:

rs610604: 0,362% e 2,0/4,0

rs5029933: 0,495% e 2,2/4,4

rs5029930: 0,119% e 1,8/3,6

rs582757: 0,219% e 2,0/4,0
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4.2 Andlise biopsicossocial e clinica

Apo6s a andlise univariada, foi observado que a média de idade associou-se aos
DD da ATM, sendo menor no grupo caso (31,48 + 11,52) que no grupo controle
(37,57 £ 15,57) (p=0,002). O historico de uso de aparelho ortodéntico (p=0,026) e a
escala de depresséao (p=0,007) também associaram-se com os DI da ATM, sendo o
grau severo de depressao (52,6%) o mais prevalente entre os pacientes do grupo
caso (Tabela 2). J4 as variaveis: etnia (p=0,714), habito de fumo (p=0,331), pratica
estudantil (p=0,504), uso de aparelho ortodéntico (p=0,141) e grau de ansiedade
(p=0,084), ndo obtiveram diferencas estatisticamente significantes entre os grupos

(Tabela 2).
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Tabela 2. Resultados da analise univariada para fatores biopsicossociais e clinicos
(n total=226), nos grupos caso (com DD e artralgia, n=95) e controle (sem DD e sem

artralgia, n=131).

Caucasiana Controle Caso Valor-p* OR (IC 95%)
Idade
37,57 £ 15,57 31,48+1152 0,002 0,969 (0,950 - 0,988)
Etnia®
Caucasiana 88 (67,2) 66 (69,5)
N&o Caucasiana 43 (32,8) 29 (30,5) 0.714 1,112 (0,630 -1,964)
Habito de fumar ®
Fumantes 10 (7,8) 11 (11,6)
N&o fumantes 119 (92,2) 84 (88,4) 0,331 0,642 (0,261 - 1,580)
Estudante
Sim 44 (33,6) 36 (37,9)
NAoO 87 (66.4) 50 (62.1) 0,504 1,206 (0,696 - 2,093)
Aparelho ortodontico &
Usa 12 (9,3) 15 (15,8)
N&o usa 117 (90,7) 80 (84,2) 0,141 0.547 (0,243 - 1,230)
Ja usou 47 (37,6) 50 (52,6)
Nunca usou 78 (62,4) 45 (47 4) 0,026 0,542 (0,316 - 0,932)
Grau de depressao
Sem depressao 3(2,3) 0
Leve 20 (15,3) 5(5,3) 0007
Moderada 63 (48,1) 40 (42,1) ’ 0,225 (0,078 - 0,649)
Severa 45 (34,4) 50 (52,6) 0,571 (0,325 -1,005)
Grau de ansiedade
Sem ansiedade 12 (9,2) 2(2,1)
Leve 14 (10,7) 8(8,4) 0084 0,179 (0,038 - 0,837)
Moderada 47 (35,9) 31(32,6) ’ 0,614 (0,239-1,578)
Severa 58 (44,3) 54 (56,8) 0,708 (0,394 - 1,272)

*Teste Qui-Quadrado de Pearson

OR: Odds Ratio

IC: Intervalo de Confianca

"Teste T de Student

&Valor de n, em decorréncia das omissdes de respostas
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4.3 Anélise de tagSNPs no gene TNFAIP3

Usando o Software Haploview 4.2 (94), observou-se que a distribuicdo das
frequéncias genotipicas dos polimorfismos dos pacientes do grupo controle estavam
em equilibrio de Hardy-Weinberg.

Os polimorfismos: rs610604, rs5029933, rs5029930 e rs582757 nao
apresentaram sinal de associa¢cao no sentido de protecao ou suscetibilidade para os

DD da ATM em nenhum dos modelos genéticos estudados (Tabela 3).
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Tabela 3. Resultados da analise univariada dos tagSNPs do gene TNFAIP3 para os
modelos dominante, recessivo e aditivo (n=226) nos grupos caso (com DD e

artralgia, n=95) e controle (sem DD e sem artralgia, n=131).

tagSNP Modelo . Grupos -n (%)
Gene Genotipos”® = Valor de OR (IC 95%
dbSNP® _ Genético® P NAO SIM P (IC 95%)
TNFAIP3 rs610604 Aditivo TT 55 (44,7) 35 (38,5) 0,511t 1,336 (0,563 - 3,171)
n=214 GT 47 (38,2) 46 (50,5) 0,099f 2,055 (0,873 - 4,836)
GG 21(17,1) 10(11,0) 0,164%
Dominante T TT+GT  102(82,9) 81(89,0) 0,211* 1,668 (0,744 - 3,740)
n=214 GG 21(17,1) 10(113)
Recessivo T GT + GG 68 (55,3) 56 (61,5) 0,360* 1,294 (0,745 - 2,247)
n=214 TT 55 (44,7) 35 (38,5)
rs5029933  Aditivo AA 1(0,8) 0 - -
n=212 AG 124 (99,2) 87 (100,0)
GG 0 0
Dominante A AA+AG 125(100,0) 87 (100,0) - -
n=212 GG 0 0
RecessivoA GG+AG 124 (99,2) 87(100,0) 0,303* -
n=212 AA 1(0,8) 0
rs5029930  Aditivo AA 99 (78,0) 72 (80,0) - -
n=217 AC 26 (20,5) 18(20,0)
CcC 2(1,6) 0
Dominante A AA+AC 125(98,4) 90(100,0) 0,142* -
n=217 cc 2 (1,6) 0
RecessivoA CC+AC  28(22,0) 18(20,0) 0,716* 0,884 (0,454 -1,719)
n=217 AA 99 (78,0) 72 (80,0)
rs582757  Aditivo TT 74 (59,2) 45 (51,7) - -
n=212 CT 51 (40,8) 42 (48,3)
CcC 0 0
Dominante T  TT+CT 125 (100,0) 87 (100,0) - -
n=212 CcC 0 0
RecessivoT CC+CT 51 (40,8) 42 (48,3) 0,281* 1,354 (0,780 - 2,351)
n=212 TT 74 (59,2) 45(51,7)

aldentificador de SNP baseado no dbSNP do NCBI

&Valor de n, em decorréncia de amostras ndo amplificadas
O alelo 1 é o mais frequente no grupo caso

OR: Odds Ratio

IC: Intervalo de Confianca

tRegresséo logistica binaria

*Teste Qui-quadrado de Pearson

**Raz&o de Verossimilhanca
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Abaixo, encontra-se o mapa de alto desequilibrio de ligacao (DL) dos tagSNPs

estudados, calculados através da ferramenta Haploview 4.1 (94) (Fig. 3).

H‘

rs5029930
rs5020933 -
rs582757
rs610604

Block 1 (5 kh)
2 3

o

57

13

49

Figura 3. Mapa de desequilibrio de ligacao entre os tagSNPs do gene TNFAIP3.
Os numeros dentro dos quadrados indicam a % em DL, e a intensidade de cor reflete o

grau de DL entre dois loci, sendo a mais escura o maior DL entre os SNPs.
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4.4 Andlise multivariada

Foram consideradas as variaveis clinicas e genéticas estudadas em relacéo
aos DI da ATM que obtiveram valor de p<0,20 na analise univariada: idade (p=
0,002), uso de aparelho ortodbntico (p=0,141), historico de uso de aparelho
ortodontico (p=0,026), escala de depressdao (p=0,007), escala de ansiedade
(p=0,084), rs610604/TNFAIP3 no modelo aditivo (GT, p=0,099; GG p=0,164) e no
modelo dominante para A (p=0,142). (Tabela 2 e 3)

As variaveis que associaram aos DI da ATM, apds a analise multivariada,
foram a idade (p=0,001, OR 0,961 e IC 0,939 - 0,984), e o0 uso de aparelho
ortodoéntico (p=0,035, OR 0,321 e IC 0,112 - 0,922). A variavel depressao apresentou
uma associacao borderline com os DI da ATM (p=0,053, OR 0,534 e IC 0,283 -

1,009).
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5. DISCUSSAO

As DTMs, incluindo o deslocamento de disco com e sem reducéo, acometem
de forma expressiva a populacao (8, 9), sendo considerada um problema de saude
publica. Fatores clinicos, comportamentais e genéticos (3, 13-19) sao descritos em
associacao a essa condi¢do; entretanto, a etiologia da DTM €, até o momento, pouco
esclarecida. (12)

Na literatura ainda ndo ha um consenso absoluto sobre a idade como fator de
predisposicao ao surgimento da DTM.(95) Neste estudo, a média de idade foi menor
no grupo caso (31,48 £ 11,52) que no grupo controle (37,57 + 15,57) (p=0,002). Um
possivel fator relacionado a idade e o surgimento da DTM podem ser as oscilagcbes
hormonais que ocorrem em toda a vida da mulher. (96) Kuchler et al (2020)

forneceram evidéncias de que polimorfismos no gene do receptor 2 de
estrogénio (ESR2) estdo associados a DTM em mulheres adultas, entre 18 e 50
anos; e, em adolescentes, entre 10 e 14 anos, ha uma maior ocorréncia de
deslocamento de disco da ATM. (15) Por outro lado, uma revisdo bibliogréafica
realizada em bases de dados até 2017, explana sobre a quebra do paradigma em
relacdo ao desenvolvimento de DTM em mulheres com idade reprodutiva, expondo
gue a prevaléncia de DTM atinge pico apos idade fértil entre 45 e 64 anos. (11)
Este estudo ndo demostrou associagdo entre DD da ATM e tabagismo,
corroborando com um estudo coorte longitudinal com acompanhamento de 6 anos.
(97) Entretanto, o risco de DTM em mulheres tabagistas com idades entre 18 e 29
anos foi descrito, (98) assim como, sintomas de DTM em pacientes tabagistas jovens

de ambos os sexos. (99)

29



Nossos resultados corroboram com outras pesquisas, as quais nao
encontraram associacao isolada do uso de aparelho ortoddntico e oclusdo dentéria,
(100) como fator causal (101) ou como forma de tratamento para DTM. (102, 103) O
uso do aparelho ortodontico mostrou-se associado aos DI quando estudado de forma
conjunta com outras variaveis genéticas e clinicas, no modelo multivariado,
reafirmando a etiologia multifatorial dos desarranjos internos na ATM. (3, 13-19)

J& o histérico de uso do aparelho ortodéntico mostrou-se associado aos DI
da ATM. Assim, vale ressaltar que a estabilidade ortopédica e oclusal pode interferir
no funcionamento fisiolégico do sistema estomatognéatico. Uma oclusdo ideal com
contatos dentarios simultaneos e uniformes possibilita adequado posicionamento da
cabeca da mandibula (mais superior e anterior a fossa glenoide) com o disco articular
interposto, garantindo funcionamento e protecdo as estruturas adjacentes. Nesse
trabalho ndo foram coletados dados do tratamento ortodontico realizado nem
histérico pré-tratamento. Assim, a avaliacdo do histérico de uso de aparelho
ortodéntico é considerada limitante, uma vez que, os DD poderiam estar presentes
previamente ao tratamento, e uma ortodontia mal conduzida pode ou ndo associar-
se com as DTMs (104, 105)

Sojka et al (2019) realizaram uma pesquisa na Universidade de Ciéncias
Médicas de Poznan, Poldnia, e descreveram a ocorréncia de DTM, sintomas de
angustia, ansiedade e depressao em estudantes. (16) A condicdo de ser estudante,
neste trabalho, n&o apresentou associagdo com DI da ATM, assim como a
ansiedade; porém, o grau de depresséo, isoladamente, mostrou-se associado a
DTM. Ja é conhecido que depressédo e ansiedade sdo fatores predisponentes para

a disfuncao temporomandibular, especialmente, pelos habitos parafuncionais e baixa
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qualidade de vida (106) os quais acompanham tais condi¢des psicoldgicas. (17, 18)
Todas as pacientes desta amostra diagnosticadas com DD da ATM apresentaram
algum grau de depressédo, sendo o nivel de depressdo severa a mais expressiva
entre as pacientes (52,6%). Lin et al (2017), concluiram que o deslocamento de disco
articular foi prevalente na populacéo que se encontra abalada psicologicamente em
nivel de pensamento suicida. (19)

Todas as pacientes do grupo caso, com DD da ATM, apresentavam dor
(artralgia). O mecanismo TNF-a/NF-kB na inducdo da COX-2 ja foi associado ao
quadro de dor (109, 110) e inflamacgéo da ATM. (111) Certas semelhancas em nivel
estrutural sdo encontradas entre disco da ATM e o disco vertebral. (112) Acredita-se
que os processos inflamatorios, exacerbados pelo TNF-a, sejam eventos criticos na
degeneracgéo do disco vertebral e que a sua inibicdo tem o potencial de aliviar dores
decorrentes. (113) Além disso, a ativacdo do TNFAIP3 aponta reducdo expressiva
da degeneracdo tecidual no disco intervertebral, minimizando o0s impactos
inflamatorios negativos, podendo ser considerado alvo terapéutico estratégico para
o tratamento de doencas degenerativas. (114) Esses estudos descrevem o papel da
proteina A20 na neutralizacédo dos efeitos exacerbados do TNF-a e ativacdo do NF-
kB. Outro mecanismo envolvendo a proteina A20 e do disco vertebral cervical diz
respeito ao efeito autoprotetor desencadeado pela proteina no processo natural
de envelhecimento celular induzido por TNF-a, chamado senescéncia. (115)

Uma vasta gama de evidéncias tem sido explorada sobre TNF-a e o gene
TNFAIP3. O despertar do interesse sobre esse mecanismo e locus especifico deve-
se a sua participacdo na sintese da proteina A20 e na expressiva participacao na

regulacéo tecidual, prevenindo o agravamento de danos pela sinalizacdo da
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apoptose celular. (33) Citocinas inflamatdrias como o TNF-a quando secretadas em
abundancia no liquido sinovial da ATM estdo envolvidas na exacerbacdo das
respostas biolégicas. (81) Ademais, Tanaka e colaboradores afirmam que os
disturbios da ATM néo se originam do processo inflamatério primario isolado e sim
de acometimentos inflamatério sobrepostos, como trauma, estresse, e
acometimentos sistémicos e psicoldgicos, podendo motivar episédios de inflamacgéo
intensificados e DD da ATM. (10)

Michalowicz et al (2000), ao estudarem gémeos monozigoéticos e dizigéticos,
excluiram a hipotese de que fatores genéticos influenciariam no desenvolvimento
das disfuncbes temporomadibulares, acreditando, exclusivamente, que fatores
ambientais eram os possiveis determinantes.(116) Entretanto, ha uma sucesséao de
artigos relacionando fatores genéticos com DTM. (45, 74-76) Os deslocamentos de
disco, com ou sem reducé&o, apareceram associados ao polimorfismo rs1643821 do
gene receptor 1 de estrogénio ESR1, (30) polimorfismo-1607 do gene MMP1, (79)
e ao gene do receptor de dopamina D2 (DRD2), o qual associou-se ao deslocamento
de disco em adolescentes brasileiros. (77) Ja o polimorfismo rs1800629/TNF-q,
estudado por Dalewski et al (2020), na populacdo caucasiana europeia, Nao mostrou
associacdo com pacientes com deslocamento de disco sem reducéo. (30) Esse
resultado diverge de Furquim et al (2016), no qual o mesmo polimorfismo, estudado
na populacéo brasileira, foi positivamente associado a distirbios na ATM. (45)

Nenhum dos pollimorfismos estudados nesta amostra: rs610604, rs5029933,
rs5029930 e rs582757 do gene TNFAIP3 associaram-se ao risco ou protecéo para
os desarajos internos da ATM. Nossos resultados corroboram os primeiros achados

do projeto OPPERA, o qual ndo encontrou associacdo de DTM com polimorfismos
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genéticos em diferentes genes, incluindo TNF. (73) Entretanto, com o avancar das
pesquisas do projeto OPPERA, em um artigo mais recente, seis polimorfismos de
nucleotideo unico (SNPs) foram descritos como fatores de risco para a DTM crénica,
dentre eles entdo os genes dos receptores de glicocorticoide, serotonina, proteina G
e reguladores de interferon 1. (20)

Dois marcadores do gene TNFAIP3, explorados nesta pesquisa, também
foram analisados em doencgas autoimunes e inflamatorias. O polimorfismo rs610604
esteve associado ao risco a psoriase, (117) diferentemente do rs582757, o qual ndo
se associou ao desfecho. (118) Entretanto, o rs582757 mostrou-se associado com
artrite  reumatoide, doenca que afeta as membranas sinoviais de mdultiplas
articulagdes. (119) Dentre as artrites inflamatorias, a artrite psoriatica é considerada
a principal comorbidade associada a psoriase, (120) acometendo a grande maioria
desses pacientes. (121) O TNFAIP3 foi considerado gene candidato para o aumento
da suscetibilidade a artrite psoriatica. (122)

Todos os polimorfismos estudados encontram-se em regido intronica do DNA

(https://www.ncbi.nim.nih.gov/snp/). Uma extensa andlise realizada por meio da

metodologia genome-wide association study (GWAS) investigou variantes genéticas
em mais de 80 doencas e identificou que 88% dos loci associados as doencas
encontram-se em regides nao codificadoras do DNA (45% em introns e 43% em
regides intergénicas). (123) Ademais, SNPs em regido de intron do gene TNFAIP3
foram descritos em associacdo a doencas autoimunes, como esclerose sistémica,
na populacdo caucasiana francesa - rs5029939 (124) e artrite reumatoide -

rs10499194, rs6920220 e rs13207033, na populacdo norte americana. (125)
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O “n” amostral, calculado por meio da ferramenta Genetic Power Calculator
Tool, demostrou poder estatistico satisfatério e cobertura populacional. No entanto,
um “n” amostral pequeno limita a possibilidade de deteccéo de efeitos genéticos de
baixa incidéncia. (73) Essa mesma tese foi apresentada pelo projeto OPPERA, no
qual pequeno numero de participantes desenvolveu DTM. Na prética, estudos com
SNPs geram razdes de probabilidade muito pequenas em estudos de associagéo
para doencas consideradas complexas. (72)

Os tagSNPs analisados ndo acusaram um alto desequilibrio de ligacéo
(r>80), sugerindo que para proximos estudos o0s quatro marcadores sejam
genotipados para a captura total de informacbes do gene TNFAIP3. Todavia,
Nititham et al (2015), realizaram uma meta-analise com pacientes descendentes de
europeus diagnosticados com psoriase e descreveram alto DL entre o0s
polimorfismos rs610604 e rs582757 (r?=0,80) do gene TNFAIP3. (118)

Este trabalho € o primeiro a investigar a associacdo de polimorfismos no
gene TNFAIP3 com DD da ATM. Mesmo que os achados desse estudo nao
demonstrem efeito genético de associacao com os DD da ATM, o gene TNFAIP3 é
um candidato em potencial para o desenvolvimento de condi¢des relacionadas ao
processo inflamatério, uma vez que polimorfismos nesse locus gendémico foram
associados a multiplas doencas inflamatérias e autoimunes, incluindo Idpus

eritematoso sistémico, artrite reumatoide, doenca de Crohn e psoriase. (126)
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6. CONCLUSAO

Em relagéo aos DD da ATM em mulheres, pode-se concluir que:

1) A menor média de idade (31,48 + 11,52) e o historico de uso de aparelho
ortodontico, associaram-se com DD da ATM.

2) A depresséo associou-se aos DD, principalmente o nivel severo;

3) Nenhum dos tagSNPs do gene TNFAIP3 estudados (rs610604, rs5029933,
rs5029930 e rs582757) associaram-se com os DD da ATM.

4) No modelo multivariado, o uso de aparelho ortoddntico e a menor média de
idade mostraram-se associados aos DD da ATM, e a depresséo associou-se

de forma borderline.
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8. ANEXOS
8.1 Tabelas complementares

Tabela 4. Resultados da analise univariada dos tagSNPs do gene TNFAIP3 para os
modelos dominante, recessivo e aditivo (n total=207) nos grupos caso (deslocamento

de disco com reducédo — DDCR, n=76) e controle (sem DD, n=131)

tagSNP Modelo Grupos - n (%)

Gene a . & Genotipos” Valor de p OR (IC 95%)
dbSNP Genético Controle DDCR
TNFAIP3 rs610604  Aditivo TT 55(44,7) 29(403) 0,393f 1,519 (0,582 - 3,964)
n=230 GT 47 (38,2) 36 (50,0) 0,171% 1,943 (0,750 - 5,034)
GG 21(17,1)  7(9,7) 0,366%
Dominante T TT+GT 102(82,9) 65(90,3) 0,158* 1,722 (0,697 - 4,253)
n=230 GG 21(17,1) 797
RecessivoT GT+GG 68(553) 43(59,7) 0,546* 1,102 (0,615-1,974)
n=230 TT 55 (44,7) 29 (40,3)
rs5029933 Aditivo AA 1(0,8) 0 - -
n=228 AG 124 (99,2) 68 (100,0)
GG 0 0
Dominante A  AA+AG 140 (100,0) 66 (100,0) - -
n=228 GG 0 0
RecessivoA GG+AG 124(99,2) 68(100,0) 0,351* -
n=228 AA 1(0,8) 0
rs5029930  Aditivo AA 99 (78,0) 57(80,3)  0,759% -
n=235 AC 26 (205) 14(19,7)  0,943% -
cc 2(1,6) 0 0,6041
Dominante A AA+AC 125(98,4) 71(100,0) 0,181* -
n=235 cc 2(1.6) 0
RecessivoA CC+AC  28(22,0) 14(80,3) 0,701* 0,895 (0,441 -1,817)
n=235 AA 99 (78,0) 57 (80,3)
rs582757  Aditivo TT 74(59.2) 35(52)9) - -
n=229 cT 51(40,8) 32 (47,1)
CcC 0 0
Dominante T TT+CT 125 (100,0) 68 (100,0) - -
n=229 CcC 0 0
RecessivoT CC+CT  51(40,8) 32(47,1) 0,401* 1,134 (0,631 -2,037)
n=229 TT 74 (59,2) 36 (52,9)
aldentificador de SNP baseado no dbSNP do NCBI
&Valor de n, em decorréncia de amostras ndo amplificadas
7O alelo 1 é o mais frequente no grupo caso
OR: Odds Ratio IC: Intervalo de Confianca
FRegresséo logistica binaria *Teste Qui-quadrado de Pearson

**Raz&o de Verossimilhanca
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Tabela 5. Resultados da analise univariada dos tagSNPs do gene TNFAIP3 para os
modelos dominante, recessivo e aditivo (n total=150) nos grupos caso (deslocamento

de disco sem reducédo — DDSR, n=19) e controle (sem DD, n=131)

tagSNP Modelo A Grupos - n (%) o
dbSNP? Genético® Gendétipos Controle DDSR Valor de p OR (IC 95%)
rs610604 Aditivo TT 55(44,7) 6(31,6) 0,720% 0,764 (0,175 - 3,335)
n=142 GT 47 (38,2) 10(52,6) 0,574% 1,489 (0,371 - 5,974)
GG 21(17,1) 3(15,8) 0,473%
Dominante T  TT+GT  102(82,9) 16 (84,2) 0,889* 1,098 (0,293 - 4,109)
n=142 GG 21(17,1) 3(15,8)
Recessivo T GT+GG  68(553) 13(68,4) 0,282* 1,752 (0,625 - 4,912)
n=142 TT 55 (44,7) 6 (31,6)
rs5029933 Aditivo AA 1(0,8) 0 - -
n=144 AG 124 (99,2) 19 (100,0) - -
GG 0 0 -
Dominante A  AA+AG 125(100,0) 19 (100,0) - -
n=144 GG 0 0
RecessivoA GG+AG 124(99,2) 19 (100,0) 0,594** -
n=144 AA 1(0,8) 0
rs5029930 Aditivo AA 99 (78,00 15(78,9) - -
n=146 AC 26 (20,4)  4(21,1) - -
CC 2(1,6) 0 -
Dominante A AA+AC 125(98,4) 19 (100,0) 0,454** -
n=146 CC 2(1,6) 0
RecessivoA CC+AC 28(22,00 4(211) 0,922* 0,943 (0,290 - 3,068)
n=146 AA 99 (78,0) 15 (78,9)
rs582757 Aditivo TT 74 (59,2) 9(474) - 0,620 (0,235 - 1,634)
n=144 CT 51 (40,8) 10(52,6)
CC 0 0
Dominante T TT+CT 125(100,0) 19 (100,0) - -
n=144 CC 0 0
RecessivoT CC+CT 51 (40,8) 10(52,6) 0,334* 1,612 (0,612 - 4,247)
n=144 1T 74(59,2) 9(47,4)

aldentificador de SNP baseado no dbSNP do NCBI

&Valor de n, em decorréncia de amostras ndo amplificadas
7O alelo 1 é o mais frequente no grupo caso

OR: Odds Ratio

IC: Intervalo de Confianca

tRegresséo logistica binaria

*Teste Qui-quadrado de Pearson

**Raz&o de Verossimilhanca
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ATM

DD

DTM

TNF-a

TNFAIP3

TNFR1

TNFR2

NF-kB

Da

SNPs

OPPERA

HTR2A

COMT

DRD2

ESR1

ESR2

MMP1

HIV

RDC/TMD

ADD

ILPB

8.2 Lista de abreviaturas e siglas

Articulagédo temporomandibular
Deslocamentos de disco

Disfuncéo temporomandibular

Fator de necrose tumoral alfa

Fator de necrose tumoral

Receptor 1 do fator de necrose tumoral

Receptor 2 do fator de necrose tumoral

Fator nuclear Kappa-Beta

Dalton

Polimorfismos de base Unica
Orofacial Pain: Prospective Evaluation and Risk Assessment
Receptor de hidroxitriptamina 22
Catecol-O-metiltransferase
Receptor de dopamina D2
Receptor de estrogénio 1
Receptor de estrogénio 2
Gene codificador da metaloproteinase 1
Virus da imunodeficiéncia humana
Research Diagnostic Criteria for Temporomandibular Disorders
Andrea Duarte Doetzer

lan Luna Parente Brasileiro
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PHQ-9
GAD-7

pl

et al
DNA
tagSNPs
bins

DL

rpm

mM

EDTA
Tris
PH
SDS
FAM
CEU
rs
PCR

OR

NCBI
dbSNP

GWAS

Patient Health Questionnaire 9
Generalized Anxiety Disorder 7
Microlitro
E colaboradores
Acido Desoxirribonucleico
SNPs chave representativos de um gene
Blocos de desequilibrio de ligacao
Desequilibrio de Ligacéo
Rotacdes por minuto
Milimolar
Molar
Acido Etilenodiamino Tetra-Acético
Hidroximetil aminometano
Potencial hidrogenibnico
Sodium dodecyl sulfate
Frequéncia alélica minima
Residentes de Utah com ancestralidade norte e oeste da Europa
Referente ao SNP
Reacgédo em Cadeia da Polimerase
Odds Ratio
Intervalo de Confianca
National Center for Biotechnology Information
Banco de dados de SNPs

Genome-wide assoaciation study
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8.3 Parecer do Comité de Etica

Comith de Etics 5N TIFICIA UNIVERSIDADE

' lem Pesquisa da b s .
* [PUCPR CATOLICA DO PARANA - PUC/ §
PUCPR PR

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa:ANALlSE CLINICA, GENETICA, IMUNO-HISTOQUIMICA, PROTEOMICA E
SOROLOGICA DE FATORES POSSIVELMENTE LIGADOS A ARTICULACAO
TEMPOROMANDIBULAR (ATM) HUMANA COM DESARRANJOS INTERNOS

Pesquisador: andrea duarte doetzer

Area Tematica: Genética Humana:
(Trata-se de pesquisa na qual esteja prevista a dissociagio irreversivel dos dados
dos participantes da pesquisa);

Verséo: 1

CAAE: 55535716.8.0000.0100

Instituicdo Proponente: Pontificia Universidade Catélica do Parana

Patrocinador Principal: fundac#o para o desenolvimento cientifico e tecnologico da odontologia

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 1.533.139

Apresentagéo do Projeto:

E um estudo de associagdo e de qaso-controle, cuja hipétese desta pesquisa é a de que fatores hormonais
e inflamatérios ainda ndo identificados estejam envolvidos no desarranjo interno da articulagéo
temporomandibular.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

O objetivo do presente trabalho & investigar a associacdo de alteragdes em vias inflamatoria e hormonal
através de andlise clinica, sorolégica, imuno -histoquimica, protedmica e genética em pacientes com & sem

disfuncéo da articulagéo temporomandibular.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Os possiveis riscos deste estudo incluem: diagnoéstico de alteragGes psicologicas como causa da disfungéo
de articulacdo temporomandibular, além de constrangimento para responder o questionaric. Caso
identificada alguma alterac@o psicolégica ou clinica, medidas serfic tomadas

Enderego: Rua Imaculada Conceigao - 1155 - 3° andar

Bairro: Prado Velho CEP: 80215-901
UF: PR Municipio: CURITIBA
Telefone: (41)3271-2103 Fax: (41)3271-2103 E-mail: nep@pucpr.br
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em Pesquisa da

' |PUCPR CATOLICA DO PARANA - PUC/ ©
PUCPR | PR

Continuagio do Parecer: 1.533.139

para sua reducéo, tais como encaminhar para a equipe que trate tal condicio.

Beneficios:
Este estudo podera trazer os seguintes beneficios para os participantes: identificacdo de causas da
disfuncéio de articulagéo temporomandibular, podendo direcionar o tratamento de acordo com 0s resultados.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Projeto de pesquisa relevante, metodologicamente adequado.
Consideragdes sobre os Termos de apresentacéo obrigatoria:

TCLE claro, objetivo, preserva o sujeito de pesquisa.

TCUD claro e objetivo com periodo bem definidos de consuita aos prontuérios
Recomendagdes:

Nenhuma

Conclusbes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:

Projeto aprovado.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

O presente projeto, seguiu nesta data para analise da CONEP e s6 tem o seu inicio autorizado apés a
aprovagao pela mesma.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacdo
Informagdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 27/04/2016 Aceito
do Projeto ROJETO 673296.pdf 07:19:42
Folha de Rosto folhaderosto.pdf 27/04/2016 |andrea duarte Aceito

07:18:18 | doetzer
Declaragédo de Termo_Compromisso_Utilizacao_Dados| 03/03/2016 |andrea duarte Aceito
Manuseio Material | pdf 16:46:42 |doetzer
Biolégico /
Biorepositério /
Biobanco
Projeto Detalhado / |PROJETO_CONEP_DTM.pdf 03/03/2016 |andrea duarte Aceito
Brochura 16:45:57 |doetzer
Investigador
TCLE / Termosde | TERMO_DE_CONSENTIMENTO_LNMR | 03/03/2016 |andrea duarie Aceito
Assentimento / E_ESCLARECIDO pdf 16:42:43 |[doetzer
Justificativa de |
Auséncia |

Situacéo do Parecer:
Aprovado

Enderego: Rua Imaculada Conceigéo - 1155 - 3° andar

Bairro: Prado Velho CEP: 80.215-901
UF: PR Municipio: CURITIBA
Telefone: (41)3271-2103 Fax: (41)3271-2103 E-mail: nep@pucpr.br
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8.4 Termo de consentimento livre e esclarecido

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (T.C.L.E.)

Vocé esta sendo convidado(a) como voluntario(a) a participar do estudo “Analise clinica,
genética, imuno-histoquimica, protedmica e soroldgica de fatores possivelmente ligados a
articulagdo temporomandibular (ATM) humana com desarranjos internos”, € que tem como
objetivo avaliar investigar a associacao de alteracfes em vias inflamatoria e hormonal através de
andlise clinica, soroldgica, imuno-histoquimica, protebmica e genética em pacientes com e sem
disfuncdo da articulagdo temporomandibular. Acreditamos que ela seja importante porque podera
contribuir para identificar as possiveis causas da DTM, podendo melhorar a qualidade do
tratamento.

PARTICIPACAO NO ESTUDO

A minha participacdo no referido estudo sera de responder ao questionario, autorizar pesquisa a
ser realizada com material coletado durante procedimento cirtrgico (quando indicado para
tratamento), avaliacdo de resultados dos exames de sangue ja coletados e coleta de DNA através
de bochecho com saliva.

RISCOS E BENEFICIOS

Fui alertado de que, da pesquisa a se realizar, posso esperar alguns beneficios, tais como
identificacdo de causas da DTM, podendo direcionar o tratamento de acordo com os resultados.
Recebi, também que é possivel que acontecam os seguintes desconfortos ou riscos como
diagndstico de alteragdes psicoldgicas como causa da DTM. Dos quais medidas serdo tomadas
para sua reducdo, tais como encaminhar para a equipe que trate tal condigé&o.

SIGILO E PRIVACIDADE

Estou ciente de que minha privacidade sera respeitada, ou seja, meu nome ou qualquer outro dado
ou elemento que possa, de qualquer forma, me identificar, sera mantido em sigilo. Os
pesquisadores se responsabilizam pela guarda e confidencialidade dos dados, bem como a nédo
exposicao dos dados de pesquisa.

AUTONOMIA

E assegurada a assisténcia durante toda pesquisa, bem como me é garantido o livre acesso a todas
as informacoes e esclarecimentos adicionais sobre o estudo e suas consequéncias, enfim, tudo o
que eu queira saber antes, durante e depois da minha participagdo. Também fui informado de que
posso me recusar a participar do estudo, ou retirar meu consentimento a qualquer momento, sem
precisar justificar, e de, por desejar sair da pesquisa, ndo sofrerei qualquer prejuizo a assisténcia
gue venho recebendo.
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No entanto, caso eu tenha qualquer despesa decorrente da participa¢do na pesquisa, tais
como transporte, alimentacdo entre outros, havera ressarcimento dos valores gastos na forma
seguinte:

depdsito em conta corrente. De igual maneira, caso ocorra algum dano decorrente da minha
participacdo no estudo, serei devidamente indenizado, conforme determina a lei.

CONTATO

Os pesquisadores envolvidos com o referido projeto sdo Dr. lan Luna Parente Brasileiro e Profa.
Dra. Paula Cristina Trevilatto e com eles poderei manter contato pelos telefones 41 997359929.
O Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos (CEP) é composto por um grupo de pessoas
que estdo trabalhando para garantir que seus direitos como participante de pesquisa sejam
respeitados. Ele tem a obrigacédo de avaliar se a pesquisa foi planejada e se esta sendo executada
de forma ética. Se vocé achar que a pesquisa ndo estd sendo realizada da forma como vocé
imaginou ou que esta sendo prejudicado de alguma forma, vocé pode entrar em contato com o
Comité de Etica em Pesquisa da PUCPR (CEP) pelo telefone (41) 3271-2292 entre segunda e
sexta-feira das 08h00 as 17h30 ou pelo e-mail nep@pucpr.br.

DECLARACAO

Declaro que li e entendi todas as informacdes presentes neste Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido e tive a oportunidade de discutir as informacdes deste termo. Todas as minhas
perguntas foram respondidas e eu estou satisfeito com as respostas. Entendo que receberei uma
via assinada e datada deste documento e que outra via assinada e datada sera arquivada nos pelo
pesquisador responsavel do estudo.

Enfim, tendo sido orientado quanto ao teor de todo o aqui mencionado e compreendido a
natureza e o objetivo do ja referido estudo, manifesto meu livre consentimento em participar,
estando totalmente ciente de que ndo ha nenhum valor econémico, a receber ou a pagar, por
minha participagéo.

Dados do participante da pesquisa

Mome:

Telefone:

e-mail:

Local. de de

Assinatura do participante da pesquisa Assinatura do Pesquisador
USO DE INAGEM

Antorizo o uso de nmunha imagem para fins da pesguisa. sendo seu uso restrito a fins
publicacio em area de pesquisa ou didatico.
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8.4 Modelo do questionario utilizado

Questionario sociodemografico

N[00 0P TP PP PP UTPTTPPTT Idade........ccceonnee
Data de nascimento:............ccceeeenne Raga: .......... branco ............ negro............ ASIAtiCO.......cceveenee
TelefOone. ... Escolaridade...........cccccovviiiiiiiii e
ProfiSSE0:....ccviiiiiiiiie e FUMA ...
Usa aparelho ortodontiCo...........ccuuveeerriieeeeiniiiiee s JA USOU...coiiiiiiiiii et e

1-Tem alguma doencga?........... SE SIM, O QUE ..ot e e e e
2-Vocé toma algum mMediCamMENTO:.......uuiiiieeee e e e e s e e e e e e e ee e

3-Vocé ja tentou algum tipo de tratamento para o seu problema? .................cceccvvvnnnen.

Qual: .............. placas oclusais .............. fisioterapia ................... medicamentos ............... psicélogo
............. cirurgia Na ATM......c.occc..OUTOS: oo

4-Historia de trauma envolvendo a regido mandibular
5-Histlria de alterag8io NOIMONAL .........coouiiiiiii e

1- Vocé sente prazer ou interesse em fazer as coisas: Sim............. As vezes...............
Nunca.................

2- Se sente em depressao, sem esperanca: Sim.............. As vezes................. Nunca.........ccc.....

3- Dorme demais: Sim.............. As vezes.................. Nunca.................

4- Nao consegue dormir: Sim.............. As vezes.................. Nunca........cce.....

5- Esta sempre cansado ou com pouca energia: Sim.............. As vezes................. Nunca.................
6- Come muito pouco ou demais: Sim.............. As vezes.................. Nunca.................

7- Se sente mal com vocé mesmo: Sim.............. As vezes.................. Nunca.................

8- Nao consegue se concentrar: Sim.............. As vezes.................. Nunca.................

9- Esta fazendo as coisas bem devagar: Sim.............. As vezes ............... Nunca.................

GAD-7 nas Ultimas duas semanas:

1- Se sente nervoso ou ansioso: Sim.............. As vezes.................. Nunca.................

2- N&o para de se preocupar: Sim.............. As vezes.................. Nunca.........c.......

3- Se preocupa demais com coisas diferentes: Sim.............. As vezes.................. Nunca.................
4- N&o consegue relaxar: Sim.............. As vezes.................. Nunca..........c......

5- N&o consegue ficar parado: Sim.............. As vezes.................. Nunca.................

6- Fica facilmente irritado: Sim.............. As vezes.................. Nunca........cc.......

7- Tem medo (ficar sozinho, escuro, animais, multiddo): Sim........... As vezes...............
Nunca..........cc.....
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RDC/TMD Formulario para Exame Clinico:

1-Ocluséo: cl l....cceeeeeen.n. Clll........... CllL.iiiiiens Balanceada?.........ccccccceevniiinnns
2-Edéntulo superior......... edéntulo inferior.............. parcialmente edéntulo............ dentes
ausentes:.............

3-Overjet .....uuuven....

4-Overbite..............

5- Desvio linha média SUperior.........ccccccvveeeeeiiiiccinnnnen, desvio linha média

INFErior.. ..o

6-abertura bucal: reta............. desvia durante: D/E............. desvia até o fim............ccee.... D/E
7-Abertura bucal sem dor................. mm

8-Abertura bucal paciente for¢ando.................. mm

9-Abertura bucal forgado por profissional..............c......... mm

-Mdsculo dolorido durante abertura: masseter, temporal, ATM, outro
MUSCUIO...ceiiiiiiiiiiiee e

-Click D/E

-Crepitacéo D/E

10-Lateralidade direita............... mm

11-Lateralidade esquerda.............. mm

12- Protruséo............. mm

- Musculo dolorido durante abertura: masseter, temporal, ATM, outro
MUSCUIO...coviiiiiiei e

-Click D/E

-Crepitacdo D/E
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8.6 Atividades complementares

Coautoria nos projetos:

- Andlise de associacdo de polimorfismo no gene BRINP3 com lingua
geografica; (submetido)

- Analise de associacdo de polimorfismos nos genes RANK/RANKL/OPG
com a perda de mini-implantes ortodonticos. (publicado)

- Andlise de associacdo de polimorfismo no gene BRINP3 com desarranjos
internos da ATM;

Apresentacao painel SBPqO 2021,

Orientacéo de aluna de PIBIC bolsista (2020/202) e apresentacdo SEMIC.
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