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RESUMO

BRAUNE, André da Silveira. Anquilose da articulagdo temporomandibular na
infancia: andlise da expressdo génica da osteoprotegerina e do ligante do fator
ativador do receptor nuclear kappa-B. Rio de Janeiro, 2017. Dissertagado (Mestrado
em Ciéncias Aplicadas ao Sistema Musculoesquelético) - Instituto Nacional de
Traumatologia e Ortopedia, Ministério da Saude, 2017.

A anquilose da articulagdo temporomandibular (AATM) apesar de rara, € uma
doenca grave e de dificil tratamento, que restringe os movimentos articulares
acarretando ao paciente problemas estéticos, nutricionais, psicoldgicos e sociais. A
formacdo do bloco désseo anquildtico determina a gravidade da doenga. O
remodelamento 6sseo € um mecanismo coordenado e extremamente complexo
responsavel pela formacao e pela reabsorcdo 6ssea, sendo necessario no reparo de
trauma Osseo e na manutencido da homeostasia do metabolismo mineral. Assim,
entender o processo de remodelamento 6sseo envolvido na fisiopatologia das
AATMs pode trazer perspectivas no tratamento desta doencga. O objetivo do estudo
foi avaliar o perfil de expressdo dos genes envolvidos no remodelamento 6sseo,
osteoprotegerina (OPG) e do fator ativador do receptor nuclear kappa-B/ligante
(RANKL), em amostras de criangas com AATM para verificar se existe associagao
com a degeneracdo articular da ATM. Foram incluidos no estudo 11 criangas com
diagnostico de AATM e 5 amostras de osso controle (sem alteragéo patoldgica na
ATM). A idade média dos pacientes com AATM foi de 12 anos, sendo que 9 (82%) ja
haviam realizado cirurgia prévia de AATM, 36% (n = 4) apresentaram otite em fase
neonatal e 18% (n = 2) infeccdo prévia. A expressédo de OPG e RANKL foi avaliada
pela reacdo em cadeia da polimerase quantitativa. Foi observado uma menor
expressdo de OPG e RANKL nas amostras de pacientes com AATM (bloco
anquildtico e osso adjacente a anquilose) comparado as amostras controle. O
RANKL e OPG regulam a reabsorgao éssea por estimulagdo do RANK em células
precursoras de osteoclastos. Nossos resultados sao corroborados por um estudo
recente, justificando a investigacdo da via RANK-RANKL-OPG na AATM, com o
intuito de se explorar novas possibilidades terapéuticas, que possam auxiliar no
tratamento desta doenga que ainda é negligenciada. A menor expressdo de OPG e
RANKL indicam que a patogénese da AATM em criangcas esta relacionada a
diminui¢do da reabsorgdo ossea.

Palavras-chave: Articulagdo temporomandibular, Anquilose, Expressado génica,
Osteoprotegerina, Fator ativador do receptor nuclear kappa-B.
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ABSTRACT

BRAUNE, André da Silveira. Temporomandibular joint ankylosis in childhood:
analysis of the gene expression of osteoprotegerin and receptor for activation of
nuclear factor kappa B ligand. Rio de Janeiro, 2017. Master Thesis. (Master’'s
Degree in Science Applied to the Musculoskeletal System) — National Institute of
Traumatology and Orthopedics, Ministry of Health, 2017.

Temporomandibular joint ankylosis (TMJA), although rare, is a serious and difficult to
treat disease, which restricts joint movements, causing aesthetic, nutritional,
psychological and social problems to the patient. The formation of the ankylotic bone
block determines the severity of the disease. Bone remodeling is a coordinated and
extremely complex mechanism responsible for bone formation and resorption, and is
necessary for the repair of bone trauma and the maintenance of homeostasis of
mineral metabolism. Thus, understanding the process of bone remodeling involved in
the pathophysiology of TMJA may bring perspectives in the treatment of this disease.
The aim of the study was to evaluate the expression profile of the genes involved in
bone remodeling, osteoprotegerin (OPG) and nuclear kappa-B receptor activator /
RANKL (RANKL) in samples from children with TMJA to verify if there is association
with Joint degeneration of TMJ. The study included 11 children with TMJA diagnosis
and 5 control bone samples (without pathological alterations in TMJ). The mean age
of patients with TMJA was 12 years, and 9 (82%) had previously performed TMJA
surgery, 36% (n = 4) presented otitis in the neonatal phase and 18% (n = 2) had
previous infection. The expression of OPG and RANKL was evaluated by the
quantitative polymerase chain reaction. Lower expression of OPG and RANKL was
observed in the samples of patients with TMJA (ankylotic block and bone adjacent to
ankylosis) compared to the control samples. RANKL and OPG regulate bone
resorption by stimulating RANK in osteoclast precursor cells. Our results are
corroborated by a recent study, justifying the investigation of the RANK-RANKL-OPG
pathway in the TMJA, in order to explore new therapeutic possibilities that may help
in the treatment of this disease that is still neglected. Lower expression of OPG and
RANKL indicate that pathogenesis of TMJA in children is related with lower bone
resorption.

Keywords: Temporomandibular joint, Ankylosis, Gene expression, Osteoprotegerin,
Receptor for activation of nuclear factor kappa B.
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1

1.1

articulagdes do corpo humano, € a principal ligagdo entre o cranio e a mandibula,
sendo composta pelo céndilo da mandibula, fossa mandibular, disco articular, tecido

retrodiscal, membrana sinovial, cartilagem e capsula articular (Figura 1), localizado

INTRODUGAO

Articulagao Temporomandibular

A articulagdo temporomandibular (ATM) é considerada a mais complexa das

no topo do pescogo condilar (MACIEL & TURELL, 2003).

Vista lateral

Figura 1: Vista lateral e medial da articulagdo temporomandibular (Adaptado de NETTER,

2000).

Ligamento esfenomandibular

Ligamento lateral (temporomandibular)
Capsula articular

Processo estildide

Ligamento estilomandibular

MNervo mandibular
e ginglio &tico
A

Capsula articular
MNervo auriculotemnporal

Artéria mavilar

MNervo alveolar inferior
MNervo lingual

Ligamento esfenomandibular

Ligamento estilomandibular

Artéria e nervo milo-hidideos

Vista medial
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A ATM é dividida em um compartimento superior e um inferior, separado pelo
disco articular, que é uma estrutura flexivel e bicdncava, formada pelo tecido
conjuntivo fibroso denso, situado entre o declive posterior da eminéncia articular e a
superficie antero-superior do condilo (NETTER, 2000). O compartimento superior
contém 1,2 ml de fluido sinovial, sendo responsavel pelo movimento de translagao
da articulagdo, enquanto que o compartimento inferior & ligeiramente menor,
apresentando 0,9 ml de volume de fluido sinovial e possibilitando movimentos
rotacionais. Em condigdes normais os compartimentos superiores e inferiores nao se
comunicam (KATZBERG & WESTESSON, 1993; HEFFEZ, MAFEE &
ROSENBERG, 1995).

O disco articular (Figura 2) é dividido em: anterior, localizado anteriormente ao
processo condilar da mandibula; intermediario, localizado ao longo do tubérculo
articular, sendo mais fino que a periferia; e posterior, localizado superiormente ao
processo condilar da mandibula, sendo mais espesso (OKESON, 2000).
Considerando a posig¢ao da boca fechada, normalmente o disco articular encontra-se
alinhado entre o ponto médio do contorno superior do cbéndilo da mandibula e o
limite distal da banda posterior do disco, conforme ilustrado na Figura 3. Contudo,
existem variagdes desta normalidade, e qualquer deslocamento da zona
intermediaria para anterior ja pode ser considerado como deslocamento do disco
articular (RAMOS et al.,, 2004). Quando o disco articular apresenta-se entre a
superficie postero-superior do condilo e a superficie convexa do tubérculo do osso
temporal, considera-se a posi¢cao de abertura maxima da boca, conforme Figura 4

(TASAKI et al., 1996)
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Tubérculo
articular

Disco
articular

Capsula
articular

Cabecada
mandibula

Lig. estilo-
mandibular

R

Figura 2: Vista lateral do disco articular da articulagdo temporomandibular (Adaptado de
NETTER, 2000).

Figura 3: Articulacdo temporomandibular no plano sagital com o disco articular (D) em
posigdo normal, considerando a posigao da boca fechada. (a) Porgéo anterior da ATM; (p)

Porgao posterior da ATM. (Adaptado de RAMOS et al., 2004)
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Figura 4: Articulacido temporomandibular no plano sagital, com o disco articular (D) em
posicao normal, considerando a posi¢cdo da boca aberta. (a) Porcao anterior da ATM; (p)
Porcao posterior da ATM (Adaptado de RAMOS et al., 2004)

Como componente do sistema estomatognatico, a ATM esta diretamente
relacionada as fungoes fisioldgicas. Além da ATM, também fazem parte do sistema
estomatognatico, musculatura de cabega e pescogo, dentes, vasos sanguineos,
nervos, 6rgaos e glandulas, que apos sinalizagao do sistema nervoso central, atuam
na manutencdo da postura e em fungbes neurovegetativas, como a succgao,
mastigacao, degluticao, respiracado e fala (OLIVEIRA & CRIVELLO, 2004). A ATM
pode ser afetada, assim como outras articulagdes do sistema musculo-esquelético,
podendo sofrer deslocamentos de disco, sinovites, artrites inflamatoérias, doencgas
articulares degenerativas, como a osteoartrite (RAMOS et al., 2004). Alteracbes
neste complexo sistema podem provocar desequilibrio resultando em uma disfungao

temporomandibular (JACOB et al, 2005). Os disturbios temporomandibulares estao

17



ganhando destaque no ambito da saude publica, ja que se observa sinais clinicos,

como estalidos, crepitagéo e dor, em 50% da populagdo (KOHLER et al., 2009).

1.2 Anquilose da ATM

A anquilose da ATM (AATM) é a fusdo entre o condilo mandibular e a
cavidade glendide, restringindo os movimentos articulares, limitando a mastigacao e
induzindo a problemas estéticos, nutricionais, psicoldgicos, sociais, e alteragdes no
crescimento facial, erupgdo e posicionamento dentario (BALAJI, 2009; PEREIRA
FILHO et al, 2011; FIGUEIREDO et al., 2014). Os pacientes que sofrem de AATM
geralmente apresentam uma incapacidade de abrir a boca, acompanhada de
problemas de fala, mastigagdo, digestdo e higiene oral (ROYCHOUDHURY,
PARKASH & TRIKHA, 1999; LIU et al., 2015). Em pacientes em crescimento,
deformidades da mandibula e da maxila podem ocorrer juntamente com a ma
oclusdo (KABAN, PERROTT & FISHER, 1990; SARMA & DAVE, 1991; KUMAR et
al., 2014).

A AATM pode ocorrer em qualquer idade, porém é mais frequente em
criangas com menos de 10 anos (PEREIRA FILHO et al., 2011). Quando ocorre em
criangas e adolescentes, o crescimento € significativamente afetado, resultando em
subdesenvolvimento mandibular, deformidade facial, desenvolvimento craniofacial
incompleto e alteracbes na erupcao e posicionamento dentarios. Além disso, a
AATM pode causar problemas fisiolégicos e psicolégicos (KABAN, PERROTT &

FISHER, 1990; SARMA & DAVE et al., 1991; LIU et al., 2015). Consequentemente,
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intervengdes precoces sao necessarias uma vez que a condi¢ao é reconhecida (LIU
et al., 2015).

A AATM é uma doenga rara, tendo poucos trabalhos na literatura relatando
dados de incidéncia. Em 2012, GUPTA e colaboradores conduziram um trabalho
entre 2010 e 2011, nas regides rurais e urbanas de Lucknow, capital do estado de
Uttar Pradesh, na india. Foram avaliadas 21.720 criancas e apenas 10 tiveram
diagndstico de AATM, sendo 6 com anquilose bilateral e 4 unilateral. A média de
idade destes pacientes foi de 11 anos (idade minima 10 anos e maxima de 15 anos)
e 70% dos pacientes ja tiveram tratamento prévio para AATM (GUPTA et al., 2012).
A AATM é um problema grave e muitas vezes negligenciado e ndo diagnosticado em

criangas (DAS et al., 2009).

1.2.1 Etiologia da anquilose da ATM

Dentre os fatores etioldgicos estdo o trauma, infec¢do na regido da ATM (DAS
et al, 2009, FIGUEIREDO et al, 2014), condi¢des inflamatdrias sistémicas e locais,
como artrite e otite (SIDEBOTTOM & SALHA, 2013), além de neoplasias
(MANGANELLO-SOUZA & MARIANI, 2003; VASCONCELOS, PORTO & BESS-
NOGUEIRA, 2008). Porém, alguns casos de anquilose ndo tém suas causas
definidas, sendo denominadas anquilose idiopatica (VASCONCELOS, PORTO &
BESS-NOGUEIRA, 2008). Frequentemente, a AATM esta associada ao trauma e a
infeccdo (SU-GWAN, 2001; RAO et al., 2004; QUDAH, QUDEIMAT & AL-MAAITA,

2005), sendo que em adultos, o trauma € apontado como a causa mais comum. Ja

19



em criangas, a infeccdo, principalmente quadros de otite, foi relatada como a
principal causa (CHIDZONGA, 1999).

Em 2015, uma meta-analise envolvendo 740 participantes, com idade média
de 18 anos (minimo: 6,93 e maximo: 48,56 anos), oriundos de nove paises
diferentes (india, Turquia, Brasil, Estados Unidos, China, Suécia, Egito, Ird e
Paquistao), identificou que o principal fator etiolégico da anquilose da ATM foi o
trauma (76,8%), seguido de infecgéo (8,6%). A anquilose idiopatica correspondeu a
cerca de 3,5% dos casos, conforme ilustrado na Figura 5 (LIU et al., 2015). SU-
GWAN (2001) e ROYCHOUDHURY et al. (1999) descreveram uma taxa em torno de

86% para o fator etioldgico trauma na AATM.

Figura 5: Etiologia da AATM. Fatores etiolégicos da AATM provenientes de um estudo de
meta-analise que incluiu 17 trabalhos. (Adaptado de LIU et al., 2015).
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1.2.2 Diagnostico da AATM

O diagndstico da AATM é feito com base nos sinais e sintomas da anquilose e
confirmado por exames de imagem. O detalhado exame clinico e anamnese sao de
grande importancia para o levantamento de hipétese sobre o tipo de
comprometimento articular. A micrognatia e assimetria facial sdo comumente
observadas na AATM (MANGANELLO-SOUZA & MARIANI, 2003).

O exame clinico é de grande valia no diagndstico das desordens
temporomandibulares, mas tem suas limitagdes devido a dificuldade de padronizar
seus critérios. Assim, sdo necessarios métodos mais efetivos para obter dados
auxiliares que complementem o exame clinico no diagnostico e tratamento das
alteragdes da AATM. Os exames radiograficos, tomografia e/ou ressonancia nuclear
magnética definem o tipo e a extensdo da lesdo mostrando os limites anatémicos
preservados, presenca de alteracbes e de tecido 6sseo radiopaco ou outras
alteracbes que dificultem ou impegam os movimentos livres da mandibula
(MARZOTTO & BIANCHINNI, 2007).

Algumas classificagdes ja foram propostas para AATM (Figura 6) com base
na localizag&o (intra ou extra-articular), tipo de tecido envolvido (fibroso, fibro-6sseo
ou 6sseo) e extensao da fusdo (completa ou incompleta), uni ou bilateral (KABAN,
PERROTT & FISHER, 1990; LIU et al., 2015). Quando ocorre em criangas pode ser
um impedimento ao crescimento mandibular normal, resultando em uma hipoplasia
mandibular, especialmente se houver um problema bilateral (VASCONCELOS,

PORTO & BESS-NOGUEIRA, 2008).
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Anquilose fibrosa
Disco Processo corondide intra-articular

'

3 B

Anquilose 6ssea intra-articular Anquilose ¢ssea extra-articular

Figura 6: Tipos de anquilose, segundo classificacdo anatdémica. (A) articulagdo normal; (B)
anquilose fibrosa; (C e D) anquilose 6ssea intra e extra articular. (Adaptado de PORTO e
VASCONCELOS, 2007).

Na classificacdo clinica da AATM em criangas, existem quatro tipos
diferentes, segundo Sawhney (1986), considerando o grau de limitacdo da
mobilidade da ATM (Figura 7):

Tipo I: A cabecga do processo condilar € visivel, ha minima fusdo 6éssea com
aderéncias fibrosas extensas ao redor da articulagao, tornando o movimento da ATM
impossivel;

Tipo Il: Observa-se uma maior fusdo éssea. A consolidagcdo da cabeca

deformada do processo condilar e da superficie articular ocorre principalmente nas
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bordas e nas partes anterior e posterior das estruturas, a parte medial da superficie
da cabecga condilar permanece intacta;
Tipo llI: E verificado uma ponte de osso entre a mandibula e o osso temporal.

Tipo IV: A articulagdo é substituida por uma massa de 0sso entre o ramo

mandibular e a base cranial.

S0 XK e X

Typel Typell

TG TG

Typelll TypelV

Figura 7 : Classificacdo da anquilose da ATM, segundo Sawhney, em 1986. Tipo |: A
cabeca do processo condilar é visivel, ha minima fusdo 6ssea com aderéncias fibrosas
extensas ao redor da articulagdo, tornando o movimento da ATM impossivel; Tipo II:
Observa-se uma maior fusdo éssea. A consolidacdo da cabeca deformada do processo
condilar e da superficie articular ocorre principalmente nas bordas e nas partes anterior e
posterior das estruturas, a parte medial da superficie da cabeca condilar permanece intacta;
Tipo llI: E verificado uma ponte de osso entre a mandibula e o osso temporal; Tipo IV: A
articulacéo é substituida por uma massa de osso entre o ramo mandibular e a base cranial.
(SPORNIAK-TUTAK, JANISZEWSKA-OLSZOWSKA & KOWALCZYK, 2011).
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Considerando a formacao de osso heterotopico, dentro da massa anquilética,
a anquilose de ATM foi classificada por Turlington e Durr, em 1993, em 4 graus: grau
0: nenhuma ilha éssea visivel; grau 1: presenga de ilhas de osso visiveis dentro do
tecido mole ao redor da articulagéo; grau 2: ocorre a formagao éssea periarticular;
grau 3: anquilose 6ssea aparente. As classes 1, 2 e 3 s&do ainda classificadas como
sintomaticas e assintomaticas. A ossificacdo sintomatica inclui: dor intensa,
diminuicdo da abertura interincisal (15 mm ou menos), fechamento da mandibula,
diminuicdo do movimento lateral ou movimento protrusivo (DURR, TURLINGTON &
FOOTE, 1993; SPORNIAK-TUTAK, JANISZEWSKA-OLSZOWSKA & KOWALCZYK,
2011).

As radiografias panoramicas sao utilizadas para permitir a identificacdo de
alteragbes das porcdes lateral e central do condilo, devido a orientagao obliqua do
feixe de raios X em relagcédo ao longo eixo do condilo. Sdo uteis pois permitem uma
visdo geral de todo o conjunto, contudo apresentam limitagdo devido a baixa
acuracia na identificacdo de alteragbes da ATM. Todavia, as radiografias
panoramicas sdo indispensaveis no diagnostico, indicadas no exame preliminar,
antes de utilizar outras técnicas de diagnodstico por imagem, como tomografia
computadorizada e ressonancia magnética (CHEYNET et al., 1998).

A tomografia computadorizada € um importante exame de imagem, quando
comparado aos métodos convencionais de imagem para ATM. Possui um papel
diferenciado no diagndstico de condigbes patologicas da ATM, como a AATM,
permitindo a completa visualizacdo da regido articular, sem a limitacdo das
sobreposicoes, fornecendo o tamanho e formato real das estruturas anatdmicas,
contribuindo para precisao do diagndstico (SILVEIRA et al., 2014). A figura 8 ilustra

uma tomografia computadorizada da AATM, podendo observar que o condilo é
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preenchido por osso temporal e existe uma area hipodensa dentro da lesdo, o que
representa um disco interarticular remanescente. Na avaliagdo das imagens
tomograficas é crucial o conhecimento da anatomia seccional da regido articular,
com o intuito que se identifique as alteragdes estruturais da ATM (SILVEIRA et al.,

2014).

Figura 8: Tomografia computadorizada da segéo coronal demonstrando anquilose do ATM
esquerdo (indicado por setas). (Adaptado de SILVEIRA et al., 2014).

A imagem por ressonancia magnética produz uma imagem tomografica
detalhada direta dos tecidos moles, incluindo o disco articular e sua relagdo com o
céndilo, fossa articular e capsula articular (Figura 9). Normalmente, a ATM é
verificada quando o paciente se encontra com a boca fechada, permitindo detectar o
deslocamento anterior do disco. Quando a boca se encontra aberta é possivel

classificar a articulagdo anormal em trés categorias: deslocamento anterior com
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redugao do disco, deslocamento anterior sem redugdo do disco e deslocamento
anterior sem reducao, associado a artrose (MAHL & SILVEIRA, 2002).

Os exames de imagem, juntamente com sinais clinicos e sintomas
apresentados pelo paciente, contribuem para o diagndéstico e direcionam o

tratamento da AATM (VASCONCELOS, PORTO & BESS-NOGUEIRA, 2008).

Figura 9: Imagem de RM da AT, ponderada em T1, corte sagital de paciente com a boca
fechada (lado direito). A seta indica a posicdo em forma de gaveta borboleta. (a) porcao
anterior da ATM; (p) porgao posterior da ATM. (Adaptado de RAMOS et al., 2004).

1.2.3 Tratamento da AATM

O tratamento da AATM visa restabelecer a funcao articular, melhorando a
aparéncia estética e a qualidade de vida do paciente, evitando a reincidéncia da

anquilose (GUNASEELAN, 1997; KUMAR et al., 2014). Os objetivos principais do
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tratamento cirurgico sdao a remogao meticulosa e radical da estrutura Ossea
anquilosada, além de reconstrucdo e restauracdo da funcdo fisiolégica da
mandibula. Normalmente requer uma adequada exciséo das estruturas envolvidas,
com ou sem reconstrugao imediata com a interposigdo de estrutura autdégena ou
material aloplastico (CHIDZONGA, 1999; SU-GWAN, 2001). Entretanto, a exposi¢ao
adequada da regido da ATM, assim como ressecgao do 0sso anquilosado é muitas
vezes um processo dificil. A proximidade do nervo facial e os vasos da carétida,
jugular e maxilar podem frequentemente resultar em paralisia do nervo facial e
hemorragias durante a cirurgia (KABAN, PERROTT & FISHER, 1990).

Diversas técnicas ja foram descritas para o tratamento da AATM (Figura 10).
Considerando o tratamento cirurgico, trés modalidades diferentes podem ser
empregadas: artroplastia simples, artroplastia de intervalo interposicional e
reconstrugao articular com materiais aloplasticos ou autdgenos (ERDEM & ALKAN

et al., 2001; DIMITROULIS, 2004; KHADKA & HU, 2012; LIU et al., 2015).
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Figura 10: Técnicas para o tratamento cirurgico da AATM. (A) artroplastia simples; (B)
artroplastia interposicional; (C) reconstrucdo articular com prétese (Adaptado de PORTO e
VASCONCELOS, 2007).

A artroplastia simples envolve a ressecgdo do bloco anquilético obtendo
espaco entre a fossa mandibular e o ramo mandibular (KABAN, PERROTT &
FISHER, 1990). Apesar da vantagem em ser uma técnica simples, com curto tempo
de cirurgia, comparado as demais técnicas, esta cirurgia tem sido associada a
diversas complicagdes, dentre elas a formacdo de uma pseudo-articulagdo, com
encurtamento do ramo mandibular. Em casos de anquilose bilateral e abertura
limitada de boca também é possivel verificar complicagcbes como o desenvolvimento
de mordida aberta. Assim, este tipo de cirurgia geralmente € indicado para
anquiloses fibrosas, unilaterais e com comprometimento intra-articular de pouca

proporcdo (KABAN, PERROTT & FISHER, 1990; MANGANELLO-SOUZA &
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MARIANI, 2003). Além disso, a técnica de artroplastia simples apresenta uma taxa
de recorréncia elevada (MANGANELLO-SOUZA & MARIANI, 2003; AL-MORAISSI
et al., 2015). A artroplastia de bloco anquilético com ressecgao Ossea simples foi
primeiramente defendida pela Abbe, em 1880 (PARKER, 1948).

Considerando a artroplastia interposicional, apés a ressec¢cao do bloco
anquilético, um material interposicional (autégeno ou aloplastico) é inserido para
evitar recidiva da doenga (ERDEM & ALKAN, 2001; MANGANELLO-SOUZA &
MARIANI, 2003). Diferentes enxertos de interposicionamento foram introduzidos na
pratica cirurgica, incluindo material autélogo (retalho miofacial temporal, cartilagem
auricular, derme e pele de espessura total), materiais aloplasticos (silicone, folha de
ouro) e xenoenxertos (POGREL &KABAN, 1990; ERDEM & ALKAN, 2001; LEI,
2002; MANGANELLO-SOUZA & MARIANI, 2003; LIU et al., 2015). Ainda nao existe
um material de interposicao ideal, ja que morbidades ocorrem no sitio doador,
verifica-se reacdao apds utilizacdo de material aloplastico, além de reabsorcéo
imprevisivel apés utilizagdo de materiais autdgenos (MANGANELLO-SOUZA &
MARIANI, 2003; SAEED & KENT, 2003). Dessa forma, a artroplastia interposicional
geralmente é aplicada no tratamento de anquiloses fibrosas, unilaterais com
envolvimento intra-articular (PORTO e VASCONCELOQOS, 2007).

Na tentativa de se obter resultados funcionais melhores, apds a ressecg¢ao do
bloco anquilético, a estrutura comprometida é restaurada para se restabelecer a
altura vertical e a estrutura condilar. Indica-se este procedimento nos casos de
anquilose bilateral 6ssea com envolvimento intra ou extraarticulares. Na
reconstrugao articular pode-se utilizar proteses articulares (material aloplasticos) ou
enxertos autdégenos, como o processo coronoide, os costocondrais e a crista iliaca

(KABAN, PERROTT & FISHER, 1990; ERDEM & ALKAN, 2001). Atualmente, o
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costocondral é o enxerto autdégeno mais adequado e mais utilizado em criangas, por
ser funcionalmente adaptavel e biologicamente compativel. Contudo, € possivel
verificar a presenga de reanquilose, crescimento variavel do enxerto, morbidade do
sitio doador e até mesmo fraturas (SAEED et al., 2002; PORTO e VASCONCELOS,
2007). Considerando pacientes adultos com anquilose de maior amplitude, é
possivel utilizar o enxerto do processo corondide, que viabiliza a reconstrugdo do
cbndilo, levando em consideragédo a abordagem pré-auricular (processo corondide in
loco), ndo causando danos a sitios doadores (PORTO e VASCONCELQOS, 2007). A
reconstrugao articular com técnicas autdlogas ou aloplasticas € também um
tratamento alternativo para a anquilose da ATM, especialmente na doenga terminal
(VOINER et al., 2011). No entanto, devido a limitacbes técnicas, custos mais
elevados e complicagdes imprevisiveis, a reconstrucado articular ndo é considerada
como um tratamento de rotina em alguns paises (MERCURI & ANSPACH, 2003).
Recentemente, uma meta-analise em que foram incluidos 17 estudos (BHATT
et al., 2014; DANDA & CHINNASWAMI, 2009; ELGAZZAR et al., 2010; GUVEN,
2008; HOLMLUND, LUND & WEINER, 2013; MANSOOR et al., 2013; SHAIKH et al.,
2013; TANRIKULU et al., 2005; YAVARY, 2006; ZHI et al., 2009; BALAJI, 2003;
DIMITROULIS, 2004; MANGANELLO-SOUZA & MARIANI, 2003; QUDAH &
QUDEIMAT, 2005; SAHOO et al., 2012; MABONGO, 2013; VASCONCELOS et al.,
2009), envolvendo 740 participantes com anquilose da ATM tratados com
abordagens cirurgicas (artroplastia de abertura, artroplastia de intervalo
interposicional e reconstrugéo articular), concluiu que a artroplastia interposicional de
gap é o tratamento mais frequente da anquilose da ATM com menor taxa de
recidiva, seguida da reconstrugao articular e artroplastia de gap (LIU et al., 2015).

Frequentemente a resseccédo agressiva do segmento anquilético ésseo ou
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fibrotico é crucial para prevenir a recorréncia da AATM. A coronoidectomia
ipsilateral, assim como a dissec¢ao dos musculos do ramo mandibular sdo indicadas
com o intuito de se evitar a limitagao da abertura bucal no transoperatorio, ja que em
casos de anquilose antiga o processo corondide pode estar alongado. A
coronoidectomia contralateral deve ser empregada quando nao for possivel alcangar
uma abertura de boca passiva de 35mm (GUVEN, 2004).

O tratamento cirurgico continua sendo um desafio nos dias atuais, ja que os
resultados sdo variaveis, ndo totalmente satisfatorios, além da alta taxa de
recorréncia que € ainda o maior problema ao se tratar uma anquilose. Dentre os
fatores de risco associados a recorréncia da doenca, destacam-se a idade do
paciente, o tipo de anquilose, a técnica cirurgica, 0 acompanhamento sistematico
apos a cirurgia e a fisioterapia pos-operatéria (LONG et al.,, 2005). A escolha
adequada do material para interposicao ja tem sido mostrada como fator crucial para
impedir a recorréncia do quadro de anquilose (CHOSSEGROS, GUYOT &
CHEYNET, 1999; MATSUURA et al., 2001). Além disso, as complicagbes mais
frequentemente relatadas apds o tratamento cirurgico da anquilose sdo a abertura
limitada da boca, recidiva do quadro e disturbios oclusais (SU-GWAN, 2001). De
acordo com MATSUURA et al. (2001), a reanquilose pode variar entre 14% a 100%,
apos tratamento cirurgico por artroplastia simples.

Poucos estudos tentaram entender a base biolégica para o desenvolvimento
da anquilose, como forma de auxiliar na disseminagao de um futuro tratamento mais

eficaz (GU et al., 2008; PILMANE & SKAGERS, 2011).
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1.3 Mecanismos moleculares envolvidos na AATM

Algumas teorias ja foram propostas com o intuito de explicar os mecanismos
moleculares envolvidos na formacédo de massa 6ssea anquilosada (NORMAN, 1978;
SAWHNEY, 1986; PORTO et al., 2011; LIU et al. 2012; YAN et al. 2012), contudo os
mecanismos fisiopatoldgicos subjacentes permanecem pouco claros (HE et al.,
2015).

A formacdo e reabsorcdo Ossea sao processos essenciais durante a
cicatrizacdo do osso, pois mantém o equilibrio da remodelagdo 6ssea acoplando
osteoblastos com osteoclastos. A radiologia e a histologia da massa Ossea
anquilosada demonstram que a AATM apresenta semelhancas com os processos de
cicatrizacdo de fraturas 6sseas (YAN et al.,, 2013). Estudos ja mostraram que as
células-tronco mesenquimais na zona radiolucida apresentam potencial osteogénico
diminuido e que os genes relacionados a formagédo 6ssea encontram-se regulados
negativamente no calo anquilosado da ATM (XIAO et al., 2013; YAN et al. 2014).

Avangos em biologia 6ssea demonstraram que a reabsorgdo Ossea €
regulada pela interagdo de um sistema de citocinas pertencentes a superfamilia do
receptor fator de necrose tumoral e ligante, que compdem o sistema de
osteoclastogénese (Figura 11) — o fator ativador do receptor nuclear kappa-B
(RANK) / ligante RANK (RANKL) / osteoprotegerina (OPG) (CHEN et al., 2014).

O RANKL, também conhecido como TNFSF11, é o décimo primeiro membro
da familia de OPG ligantes, expresso por osteoblastos, células do estroma,
fibroblastos, células B e células T, quando estimulados por citocinas e
lipopolissacarideos bacterianos (DUTZAN et al., 2009). A acdo do RANKL é

conduzida pela ligagdo ao receptor RANK, que estdo presentes na superficie dos
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pré-osteoclastos/osteoblastos, e resulta no aumento da atividade dos osteoclastos
maduros (KADKHODAZADEH et al., 2012).

Por outro lado, a OPG, também conhecida como fator inibidor da
osteoclastogénese ou TNFRSF11B, é um receptor circulante soluvel, semelhante ao
RANKL, que antagoniza a interacdo RANK-RANKL e, portanto, promove a formagéao
de o0sso, inibindo a osteoclastogénese. Células do estroma da medula éssea,
osteoblastos, células dendriticas, e células do musculo liso expressam OPG

(BARTOLD, CANTLEY & HAYNES, 2000; WUYTS et al., 2001).

Pre-fusion Multinucleated osteoclast
Macrophage osteoclast

\ Activated osteoclast

Osteoblast

Osteocyte

Bone formation Bone resorption

Figura 7: Descri¢gdes simplificadas de membros da via de sinalizagdo RANK-RANKL-OPG
identificadas em estudos de associagcdo do genoma para a densidade mineral 6ssea. RANK
é codificado pela superfamilia do receptor do fator de necrose tumoral, membro 11a
(TNFRSF11A), o seu ligando RANKL ¢é codificado por TNFSF11 e o receptor de ancora
OPG é codificado por TNFRSF11B. Para gerar osteoclastos ativados, RANKL é secretado
por osteoblastos e ostedcitos no 0sso, e estes se ligam ao seu receptor natural, RANK, na
superficie de osteoclastos. Para equilibrar este sistema de ativagdo, os osteoblastos e
ostedcitos também secretam OPG, que é um ligante natural para RANKL e impede a ligacao
de RANKL a RANK (Adaptado de RICHARDS, ZHENG & SPECTOR, 2012).
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Os osteoblastos e osteoclastos sao responsaveis por manter o equilibrio na
remodelagdo Ossea. Assim, possivelmente, a osteoclastogénese aberrante e
osteogénese podem estar envolvidos na ocorréncia de massa 0ssea anquilosada na
ATM. Recentemente, HE e colaboradores (2015) caracterizaram a osteogénese de
células-tronco da medula 6ssea e a osteoclastogénese de mielomondcitos em
amostras de pacientes com AATM e compararam com controles. Os resultados
mostraram que, comparadas com as ceélulas controle de medula éssea, as células
dos pacientes com AATM tinham capacidades proliferativas e osteogénicas mais
baixas. O numero de osteoclastos no grupo de massa 6ssea anquilosada diminuiu
drasticamente, e o potencial osteoclastogénico mielomondécito foi prejudicado. A
razao RANKL / OPG do grupo de massa 6ssea anquilosada foi inferior a do grupo de
controle, sugerindo que a deficiéncia de osteoclastos pode ser um fator importante
que afeta a AATM (HE et al., 2015).

Finalmente, RANKL e OPG regulam a reabsor¢cdo 6ssea por estimulagao
positiva ou negativa de RANK em células precursoras de osteoclastos (HUGHES et
al., 2000). A associagao positiva de marcadores genéticos para RANK e OPG tem
sido observada em doengas Osseas destrutivas, tais como a doenga de Paget
(WUYTS et al., 2001), osteolise expansivel familiar e osteoporose humana
(HUGHES et al., 2000). Niveis elevados de RANKL e uma redugéo dos niveis de
OPG séao caracteristicos de perda 6ssea do rebordo alveolar (CROTTI et al., 2003).
Até o momento, identificamos na literatura apenas um estudo que considerou o
sistema de osteoclastogénese como mantenedor do estado de anquilose (HE et al.,

2015).
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2 JUSTIFICATIVA

A AATM em criangas € uma doenga pouco estudada em sua etiologia, sendo
ainda sua base biolégica obscura e comprometedora na pratica clinica. No entanto,
sabe-se que ha uma desregulacdo do processo de homeostase Ossea e
manutengdo da arquitetura anatébmica normal da ATM, culminando na formagao de
um bloco 6sseo continuo entre a fossa temporal e o condilo mandibular, dificultando
ou, muitas vezes, impedindo, as atividades funcionais relacionais a cavidade oral,
tais como fonagao, degluticdo, mastigacéo e socializagao. O tratamento cirurgico da
AATM apresenta resultados imprevisiveis, as complicacdes mais frequentemente,
apés o tratamento, sdo a abertura limitada da boca e recidiva do quadro
(reanquilose), podendo chegar a 100%.

Os osteoblastos e osteoclastos sdo responsaveis por manter o equilibrio na
remodelagao Ossea e, possivelmente, a osteoclastogénese aberrante e osteogénese
podem estar envolvidos na ocorréncia da massa 0ssea anquilosada na ATM. A
reabsorcdo Ossea € regulada pelo RANKL e OPG em células precursoras de
osteoclastos. A associagédo positiva de marcadores genéticos para RANKL e OPG
tem sido observada em doencas Osseas destrutivas, podendo também estar
relacionada com a AATM em criancas. Recentemente, foi observado que a
osteogénese de células-tronco da medula éssea e a osteoclastogénese de
mielomondcitos de pacientes com AATM apresentavam capacidades proliferativas e
osteogénicas mais baixas que o grupo controle, sugerindo que a deficiéncia de
osteoclastos pode ser um fator importante que afeta a AATM. Assim, justifica-se o
estudo da expressdo dos genes RANKL e OPG com a degeneragao articular da

ATM em criangas.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Principal
Avaliar as caracteristicas demograficas e clinicas, e o perfil de expresséo dos
genes OPG e RANKL em amostras de criangcas com AATM e verificar se existe

associagdo com a degeneracgao articular da ATM.

3.2 Objetivos Especificos

e Descrever as caracteristicas demograficas e clinicas das criangas com AATM;

e Quantificar a expressao do RNA mensageiro, dos genes OPG e RANKL, em
osteoblastos de amostras de anquilose coletadas de pacientes com AATM,;

e Determinar a expressdao do RNA mensageiro dos genes de interesse em
osteoblastos de amostras de tecido 6sseo mandibular adjacente ao bloco
anquilético, coletadas de pacientes com AATM,;

e Quantificar a expressdo do RNA mensageiro, dos genes OPG e RANKL, em
osteoblastos de amostras de osso mandibular e/ou alveolar, coletadas de
voluntarios com diagnostico negativo de AATM,;

e Avaliar se existe associacao da expressao dos genes OPG e RANKL com a

degeneracgao articular da ATM.
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4 METODOLOGIA

4.1 Populagao do Estudo

O protocolo clinico e laboratorial deste trabalho foi submetido e aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do Instituto Nacional de Traumatologia e
Ortopedia (INTO), sob o numero 401.481, em 20 de setembro de 2013 (Anexo A).
Todos os pacientes incluidos, ou seu represente legal, concordaram e assinaram o
termo de consentimento livre e esclarecido e/ou termo de assentimento informado
(Anexo B e C).

Foram incluidos no grupo de casos (n = 11) todos os pacientes atendidos no
setor de Cirurgia Cranio-Maxilofacial do INTO, para tratamento da AATM, durante o
periodo de novembro de 2013 até marco de 2015. Os participantes de pesquisa
foram atendidos e operados pelo mesmo cirurgido no INTO. O INTO é um 6rgao de
referéncia, consultivo e normativo do Ministério da Saude, com acgao direta na
formulacdo de politicas publicas, no ambito da Ortopedia e Traumatologia. No
tratamento da AATM o INTO também é referéncia e recebe pacientes do Rio de
Janeiro e de outros estados.

O grupo controle (n = 5) foi constituido de individuos adultos, sem alteragao
patolégica na ATM, que necessitaram de cirurgia para tratamento de trauma
mandibular, extracdo dentaria ou colocacdo de implante para extracdo do 0sso
alveolar.

Os participantes de pesquisa foram submetidos a avaliagdo clinica

odontoldgica, sendo preenchida uma ficha de anamnese com histérico da saude do
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paciente e familiar, identificacdo de traumas pregressos ou infecgdes anteriores a

manifestacdo da anquilose idiopatica (Anexo D).

4.2 Protocolo cirurgico para coleta do material biolégico

Considerando a conduta cirurgica, a hipertrofia do processo corondide e a
fusdo Ossea verdadeira pode ser visualizada com dados tomograficos que
evidenciam a AATM unilateral esquerda e deficiéncia mandibular (Figura 12). Apos
anestesia geral com auxilio de nasofibroscopio , o acesso a ATM foi realizado por
meio de incisao pré-auricular com extensao temporal (Figura 13). A incisao inicial foi
feita através da pele e tecido subcutaneo até a profundidade da fascia temporal. A
Figura 14 ilustra a técnica cirurgica de artroplastia interposicional (Al) com utilizacao
de retalho de musculo temporal como material interposicional, seguida de

coronoidectomia ipsilateral (Figura 15).

Figura 12: Tomografia computadorizada com reconstru¢cdo 3D. Visado lateral esquerda,
evidenciando a hipertrofia do processo corondide e a fusao éssea verdadeira. As setas (—)
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indicam o processo corondide e o asterisco (*) a fusdo dssea verdadeira ou bloco anquilético
(Arquivo pessoal).

Figura 13: Acesso a ATM esquerda por incisdo pré-auricular com extensao temporal. (a)
Marcagao da linha de incisdo. (b) Face do musculo temporal. As setas (—) indicam o bloco
anquilético. O asterisco (*) indica o musculo temporal (Arquivo pessoal).

Figura 14: Artroplastia interposicional com utilizacdo de retalho de musculo temporal como
material interposicional. Acesso pré-auricular estendido para regidao temporal facilitando a
dissecgado da porgdo do musculo a ser interposto na artroplastia. As setas (—) indicam a
marcacgao e dissec¢ao do retalho do musculo temporal. Os asteriscos (*) indicam o bloco
anquilético (Arquivo pessoal).
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Figura 15: Coronoidectomia ipsilateral. Fragmento Osseo resseccionado. Corondide
hipertrofiado com 3 cm (corondide normal cerca de 1 cm) (Arquivo pessoal).

Para exemplificar o resultado de um tratamento cirargico de AATM, utilizamos
os dados da paciente L.S.A.S, do género feminino, que aos 9 anos foi encaminhada
para setor de Cirurgia Cranio-Maxilofacial do INTO para avaliagdo de anquilose
temporomandibular, com queixa de dor durante a mastigacao e limitacdo de abertura
bucal. A condicdo gerou transtornos emocionais devido ao “bullyng” sofrido no
ambiente escolar. A historia médica pregressa mostrou episodio de otite média aos
dois anos de idade com internacdo hospitalar de 18 dias. O quadro evoluiu com
AATM unilateral esquerda. O parto da paciente ocorreu por cesarea sem
intercorréncias. Nao houve relato de trauma na regido da articulagdo
temporomandibular. Durante a avaliacdo clinica, observou-se completa
impossibilidade de abertura bucal (Omm) e micrognatia. Apdés o procedimento
cirurgico, obteve-se uma abertura de boca de 45mm (Figura 16). O
acompanhamento multidisciplinar baseou-se em sessdes de fonoterapia
especializadas em motricidade oral realizado por dois anos com reducido da
frequéncia ao longo do tratamento. Inicialmente foi realizada trés vezes por semana,

e apods trés meses houve aumento de intervalo entre as sessodes, entretanto com
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continuidade da terapia domiciliar supervisionada. A paciente iniciou também
tratamento odontologico e ortodéntico. Apds dois anos do procedimento cirurgico,
apresentou abertura bucal de 38 mm e aguarda maturidade 6ssea para realizagao

de cirurgia ortognatica (Figura 17).

Figura 16: Exemplo de resultado do tratamento cirargico da AATM. (a) Zero de abertura de
boca no pré-operatorio. (b) 45mm de abertura interincisal no final da cirurgia com
alongamento forgado. (c) Manutencdo de boa abertura apdés o 3° més do pds-operatdrio
(Arquivo pessoal).

Figura 17: Paciente L.S.A.A. apés tratamento cirurgico da AATM. Manutencdo de boa
abertura de boca (38 mm) apds 2 anos do pés-operatoério (Arquivo pessoal).

41



4.3 Processamento das amostras biolégicas

No grupo dos casos de AATM, os descartes cirurgicos do bloco anquilosado
foram coletados durante a cirurgia para tratamento da anquilose (grupo anquilose).
No mesmo ato cirurgico, amostras de osso (descartes cirurgicos) adjacentes ao
bloco anquilosado correspondentes a parte do processo corondide mandibular foram
coletadas nos mesmos pacientes para compor o grupo 0sso adjacente.

No grupo controle, os descartes cirurgicos correspondentes ao 0SsoO
mandibular ou alveolar, removidos durante a cirurgia para tratamento de trauma
mandibular, extracdo dentaria ou colocagdo de implante foram incluidos na
pesquisa.

As amostras de tecido coletadas foram enviadas ao Laboratério de Pesquisa
do INTO para imediato processamento.

Apods a coleta, as amostras de osso foram lavadas em tampéao fosfato de
sédio (PBS) e cortadas em pequenos pedagos, com aproximadamente 2mm de
diametro. Em seguida, os explantes de osso foram transferidos para um elermeyer e
tratados com colagenase 1A (1,0mg/mL), por 2h a 37°C sob agitagdo. Os
fragmentos de osso foram tratados com tripsina 0,5% na temperatura de 37°C por
15 minutos, com agitacédo a cada 5 minutos. A atividade de ambas as enzimas foi
inibida por meio de cultivo suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB). Os
explantes foram lavados novamente em PBS 1x e transferidos para garrafas
plasticas de cultivo, de 25cm? (Corning; New Jersey, EUA). A cada garrafa contendo
um unico fragmento 6sseo foi adicionado um pequeno volume de meio DMEM
suplementado com SFB 10x para expansdo dos osteoblastos. O meio foi adicionado

de modo a banhar somente a base do explante evitando sua flutuagdo, o que
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impediria a migragao das células do osso para a garrafa. Com a migragcao das
células e formacdo de monocamadas confluentes, os explantes foram retirados e
passados para novas garrafas, reiniciando o processo de obtencdo das culturas
primarias como descrito anteriormente. As células em confluéncia (sem o explante)
foram repicadas através de tratamento com tripsina/EDTA (Gibco) por 10 min. Apés
este tempo as células eram centrifugadas a 360 g durante 5 min. O sobrenadante foi
descartado e o pellet obtido foi resuspendido em meio de cultivo DMEM
(osteoblastos) e alfa-MEM (fibroblastos) suplementado com 10% de SFB sem
antibidticos. Essa suspensdo foi transferida para garrafas plasticas de cultivo de
25cm? (Corning), mantidas em uma estufa a 37°C, sob atmosfera umida contendo
95% de ar e 5% de CO2. Garrafas contendo culturas semiconfluentes (na fase
exponencial de crescimento), foram lavadas com uma solugédo salina balanceada
livre de ions calcio e magnésio (BSS-CMF) e em seguida, passaram pela acao da
tripsina por 5 min. Apos esse tempo, as células ja no sobrenadante foram coletadas,
e a agao proteolitica da tripsina foi bloqueada pela adicdo de soro fetal a solugao.
ApOs essa etapa, o material foi centrifugado e o pellet ressuspenso em uma solugéo
apropriada para o congelamento, que consiste em: SFB 95% e 5% de crioprotetor
dimetilsulfoxido (DMSO). As células ja contendo o crioprotetor foram distribuidas em
tubos para a criopreservagao, que seguiram para o aparelho de congelamento (Cryo
Genetic Techology, INC. P.O. Box 430). Ao final do processo, as células foram

estocadas em reservatorios contendo nitrogénio liquido (-196°C).
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4.4 Extracdao RNA e anadlise da expressao génica

O RNA total foi isolado de osteoblastos utilizando o reagente Trizol®
(InvitrogenTM por Life Technologies, Nova lorque, NY, EUA) de acordo com o
protocolo do fabricante. Tratamento com DNase, para digerir o DNA gendmico que
poderia levar a falsos resultados positivos, foi realizado usando DNA-free DNase®
(Ambion por InvitrogenTM). A integridade do RNA foi confirmada e corrida em
eletroforese, gel de agarose a 1,2%, corada com SYBR Stain® (InvitrogenTM). A
pureza do RNA foi confirmada com a razdo das absorbancias 260/280 em
espectrofotdmetro, e a quantidade de RNA foi estimada a 260 nm (Nanodrop® 1000,
Thermo Scientific, Wilmington, DE, EUA).

A reacao de transcrigao reversa da reagcao em cadeia da polimerase (RT-PCR)
foi realizada para a sintese de DNA complementar (cDNA), a partir de 300 ng de
RNA, utilizando o sistema ImProm-Il Transcrigdo Reversa System™ (Promega
Corporation, Fitchburg, WI, EUA), de acordo com o protocolo do fabricante.

A reacdo em cadeia da polimerase quantitativo (QPCR) foram realizadas no
aparelho LineGene 9660 (Bioer Technology, Binjiang, China), utilizando o sistema de
detecgédo rapida SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA,
EUA) com 1,5 ul de cDNA em cada reacdo. O qPCR foi realizado nas seguintes
condigbdes: 95° C durante 10 minutos, seguido por 40 ciclos de desnaturacdo e
polimerizagao (95° C durante 15 segundos, 60° C durante 1 minuto e 72° C por 30
segundos), acrescidos da curva de Melting para analise do padrao de fluorescéncia
do SYBR nas reagdes (95°C por 15 segundos, 60°C por 30 segundos e 95°C por 15

segundos).
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Os iniciadores especificos para os genes OPG e RANKL (Tabela 1) foram
confeccionados com base nos dados do BLAST (http://blast.ddbj.nig.ac.jp/top-j.html).
Os valores foram normalizados em relagdo a expressao constitutiva de B-actina. O
método Livak (2-AACT) foi utilizado para determinar a quantificacdo relativa da
expressao de RANKL/OPG.

Duas séries de experimentos foram realizados para cada amostra de tecido
para assegurar a reprodutibilidade e todas as reacbes foram realizadas em

duplicata.

Tabela 1: Sequéncia dos iniciadores utilizados para analise de expressao por qPCR para os
genes OPG, RANKL e o controle B-actina.

Gene Primer Senso Primer Reverso

OPG 5'-AGGAGCTGCAGTACGTCAAG-3' 5-TCTGGGGTTCCAGCTTGC-3'
RANKL  5-GCAGAGAAAGCGATGGTGGA-3' 5'-GGAACCAGATGGGATGTCGG-3'
B-actina 5'-AATTACGAGCTGCGTGTGG-3' 5'-AGAGCGCAGGTAGGATAGCA-3'

4.5 Analise estatistica

O teste de Shapiro-Wilk foi utilizado para avaliar a distribuicdo entre as
variaveis. A analise de variancia foi realizada utilizando (ANOVA)/t-Test ou Mann-
Whitney para comparagao das médias entre os grupos, quando a variavel estava em
uma distribuicdo normal ou nao-normal, incluindo a analise de expressao génica
apos o calculo pelo método 2%2CT Valores de P<0,05 foram considerados
estatisticamente significativos. As analises estatisticas foram realizadas utilizando o

programa Graphpad Prisma 7 (GraphPad Software, Inc. La Jolla, CA, EUA) e Excel.
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5 RESULTADOS

5.1 Dados demograficos e clinicos

O grupo teste (Tabela 2) foi constituido por onze participantes de pesquisa
com diagndstico de AATM, sendo cinco recrutados em 2013, cinco em 2014 e um no
inicio de 2015. A média de idade dos pacientes com AATM foi de 12 anos (idade
minima, 8 anos e maxima, 15 anos), sendo cinco do género feminino (45%) e seis

masculino (55%).

Tabela 2: Informagdes demograficas dos pacientes diagnosticados com AATM.

\dentificagao Ano recrutamento Género Nascimento Idade Estado
para pesquisa (ano) (anos)
ANQOO01 2013 F 1998 15 RJ
ANQO02 2013 M 2001 12 RJ
ANQOO03 2013 F 2005 8 RJ
ANQO04 2013 F 2001 12 RJ
ANQOO05 2013 F 1998 15 RJ
ANQO06 2014 F 2003 11 ES
ANQOO7 2014 M 1999 15 RJ
ANQOO08 2014 M 2001 13 RJ
ANQO09 2014 M 2003 11 RJ
ANQO10 2014 M 2000 14 ES
ANQO11 2015 M 2005 10 RJ

F: género feminino; M: masculino. Estado de residéncia do paciente: RJ: Rio de Janeiro; ES: Espirito

Santo.
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Em relacdo aos dados clinicos do grupo teste, dentre os onze pacientes
recrutados para nova cirurgia para tratamento da AATM, nove ja haviam realizado
uma ou mais cirurgias anteriores para tratamento da ATM (Tabela 3), sendo que trés
apresentaram anquilose condilar bilateral, quatro anquilose no céndilo esquerdo e
dois no condilo direito (Figura 18). Dois dos nove pacientes ja haviam realizado trés

cirurgias anteriores de AATM.

Tabela 3: Informacgdes clinicas dos pacientes diagnosticados com AATM.

. . L. Idade da cirurgia
Cirurgia prévia

Identificagao Idade anterior de AATM
de AATM

(anos)
ANQOO01 15 sim sem informacéao
ANQO002 12 sim 11
ANQO03 8 sim 3e7
ANQO04 12 sim 4e11
ANQO05 15 sim 4,12e 14
ANQO06 11 nao -
ANQOO07 15 sim 8,10e 14
ANQO08 13 sim 7
ANQO09 11 nao -
ANQO10 14 sim sem informacéao
ANQO11 10 sim 9
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Cirurgias prévias (n =9)

B Anquilose condilar bilateral ~ ® Anquilose no condilo esquerdo

Anquilose no condilo direito

Figura 18: Local da anquilose tratada previamente pelos nove dos onze pacientes com
AATM incluidos no estudo.

Além disso, os participantes de pesquisa foram avaliados quanto ao historico
de saude para identificacdo de traumas pregressos ou infec¢des anteriores a
manifestacdo da anquilose condilar (Tabela 4), incluindo alteragdes durante a
gestacdo e o parto (Tabela 5). Dentre eles, trés pacientes fizeram uso prévio de
medicamentos como anti-inflamatdrios, anti-histaminicos ou glicocorticoides; nove
apresentaram alguma comorbidade associada (Figura 19) ou alguma infecgao e/ou
inflamacao em fase neonatal (Figura 20). Também durante a fase neonatal, trés dos
onze pacientes apresentaram algum tipo de traumatismo (Figura 21), sendo que um
deles ja foi submetido a cirurgia de ATM nesta fase. Ao total, sete intercorréncias
foram relatadas, tendo ocorrido durante o periodo de gestacdo ou no momento do

parto (Figura 22), sendo que cinco nasceram prematuros (Figura 23).
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Figura 19: Caracteristicas das comorbidades associadas relatadas pelos onze pacientes
com AATM incluidos no estudo. Um mesmo paciente relatou mais de uma comorbidade.
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Figura 20: Presenca de infec¢do e/ou inflamacgao, em fase neonatal, relatada pelos onze
pacientes com AATM incluidos no estudo.
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Traumatismo em fase neonatal
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Figura 21: Presenca de traumatismo, em fase neonatal, relatada pelos onze pacientes com
AATM incluidos no estudo.
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Figura 22: Presenca de intercorréncias durante o periodo de gestagcdo ou no momento do
parto relatada pelos onze pacientes com AATM incluidos no estudo.
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Figura 23: Presenga de nascimento prematuro relatada pelos onze pacientes com AATM
incluidos no estudo.
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Tabela 4: Informagdes clinicas dos pacientes diagnosticados com AATM.

Infecg¢ao e/ou inflamagao em fase

Traumatismo em fase

Identificagao Medicagao Comorbidades associadas
neonatal neonatal
ANQOO01 - alergia; anemia; herpes; estomatite; disturbios psicoldgicos; faringite clavicula e brago
ANQO002 - alergia medicamentosa; otite -
ANQOO03 - alergia; asma; herpes; estomatite; bronquite infeccao hospitalar joelho
ANQO04 - - pneumonia -
anti-histaminico; glicocorticoide . . .
ANQOO05 . alergia; problema cardiaco; otite -
nao-halogenado;
ANQO06 anti-histaminico; alergia lactose; estomatite otite -
ANQOO07 anti-inflamatério ndo esteroide; - - -
. celulite nas maos e incubadora durante 3
ANQOO08 - nodulo cabega do fémur; escoliose -
meses
ANQO09 - alergia a vacina; bronquite; asma; estomatite; disturbio psiquico - clavicula
ANQO10 - anemia; estomatite otite -
antiepilético; horménio Epilepsia; ] o
ANQO11 infecgdo, osteomielite no fémur e umero -

tiroidiano

Hipotireoidismo
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Tabela 5: Informacgdes clinicas sobre a gestacao e o parto dos pacientes diagnosticados com AATM.

Infecgao e/ou inflamagao durante a

Identificacdo gestagio Complicagdes na gestacao e no parto Parto
ANQOO01 - perda de liquido amniético normal
ANQO002 - eclampsia; nascimento prematuro (7 meses) cesariana
ANQO03 - sangramento; nascimento prematuro (7 meses); infecgéo no parto cesariana
ANQO04 - - normal
ANQO05 virose falta de espaco intrauterino; nascimento prematuro cesariana
ANQO06 internagao (infecgéo urinaria) - cesariana
ANQOO07 - - normal
ANQO08 internagéo (sangramento) perda de liquido amnidtico (compressao placentaria); nascimento prematuro cesariana
ANQO09 - - normal
ANQO10 - - normal
ANQO11 - pré-eclampsia; nascimento prematuro (37 semanas); baixo peso cesariana
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O grupo controle foi constituido de individuos adultos, sem alteragao
patolégica na ATM, que realizaram cirurgia para tratamento de trauma mandibular (n
= 2), colocagao de implante (n = 2) e extracdo de siso incluso (n = 1). Os dados

demograficos estdo descritos na Tabela 6.

Tabela 6: Informacdes dos individuos incluidos no grupo controle.

Género Idade (anos) Motivo da cirurgia
Controle 1 M 45 Implante dentario
Controle 2 F 30 Extracao de siso incluso
Controle 3 F 52 Extracao de siso incluso
Controle 4 M 24 Fratura de mandibula
Controle 5 M 26 Fratura de mandibula
5.2 Expressao génica

Conforme ilustrado no fluxograma (Figura 24), para analise de expressao dos
genes OPG e RANKL, foi possivel realizar a coleta de material ésseo (descartes
cirurgicos) de sete pacientes com AATM (grupo teste e aquilose), sendo que
amostras de trés pacientes foram excluidas devido a contaminacédo na cultura para
expansao dos osteoblastos. Assim, quatro pacientes com AATM (ANQO006, ANQOOQ7,
ANQO10 e ANQO11) foram incluidos na etapa de analise da expressdo génica
(Tabela 7). Além do bloco anquilético também foi possivel coletar, destes quatro
pacientes do grupo anquilose, amostras de osso que nao faziam parte do foco da
aquilose, sendo denominado de osso adjacente. Ao total foram processadas com

sucesso quatorze amostras de osso dos quatro pacientes com AATM. No grupo
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controle, cinco descartes cirurgicos da regido de osso alveolar (n = 3) e mandibular

(n = 2) foram coletados e processados com sucesso.

Pacientes AATM

recrutados (n = 11)

Coleta material biolégico

Exclusao

(contaminagao) (n = 3)

Amostras AATM
Expressado Génica
(n=4)

Figura 24: Fluxograma do estudo indicando as amostras incluidas, excluidas e as perdas.
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Tabela 7: Informacdes dos individuos incluidos na analise de expresséo (n = 4).

Variavel ANQO006 ANQOO7 ANQO10 ANQO11
Género Feminino Masculino Masculino Masculino
dade 11 15 14 10
Cirurgia prévia de
AATM Nao Sim Sim Sim
Idade da Cirurgia Sem
prévia de AATM - 8,10e 14 . - 9
informacéao
Infecgo efou ostoomonia no
inflamacao fase Otite - Otite

neonatal

Complicagdes na
gestacao ou parto

fémur e Umero

Pré-eclampsia;
nascimento
prematuro

(-) ndo apresentou cirurgia prévia de AATM, infecgéo/inflamagédo ou complicagbes na fase

neonatal, gestagao ou parto.

A anadlise de expressao dos genes OPG e RANKL pelo teste de Shapiro-Wilk

mostrou que nao houve distribuicdo normal nos niveis de OPG e RANKL nos grupos

controle e nos grupos testes (0osso e anquilose). Sendo assim, o teste de Mann-

Whitney foi utilizado, ao nivel de significancia de 0.05, para comparar, entre os trés

grupos (anquilose, osso adjacente e controle), os niveis de RNAm dos genes OPG e

RANKL (Tabela 8).

56



Tabela 8: Média dos valores individuais da expressao génica, de OPG e RANKL,
considerando todas as amostras nos grupos estudados (método Livak).

Grupo OPG RANKL OPG/RANKL
Controle 95,86 40,67 2,36
Osso Adjacente” 1,82 0,32 5,69
Anquilose 0,79 243 0,33

*Descartes cirurgicos de pacientes do grupo anquilose (amostras de ossos que nao faziam
parte do foco da anquilose). Valores da expressao génica com base no calculo de 22 A¢T

Os resultados referentes a analise de expressao génica do gene OPG estao

apresentados na figura 25. Nao foi observada diferenca significativa na expressao

de OPG ao comparar as amostras de ossos dos pacientes com AATM fora do foco

da anquilose (osso adjacente) com o osso do foco da anquilose (P = 0,73). Além

disso, também nao foi observada diferenga significativa na expressdo de OPG

comparando os grupos 0sso adjacente e controle (P = 0,32) e os grupos anquilose e

controle (P = 0,28).
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Figura 25: Dados da expressdo génica de OPG comparando amostras de osso de
pacientes com AATM com amostras controle. Osso adjacente sdo amostras de descartes
cirurgicos de pacientes do grupo anquilose (amostras de ossos que nao faziam parte do
foco da anquilose). Grupo anquilose corresponde as amostras de descartes cirdrgicos do
foco da anquilose de pacientes do grupo AATM. Nao houve diferenga significativa na
expressao de OPG comparando os trés grupos (controle, osso adjacente e anquilose).
Grafico em escala log 2. Barra horizontal demonstrando a média da expressdo em cada

grupo.

Em relagdo a expressdo génica do gene RANKL (figura 26) foi observada
diferenga significativa (P = 0,01) comparando o grupo do osso adjacente (amostras
de ossos dos pacientes com AATM fora do foco da anquilose) e o grupo controle
(pacientes com diagnéstico negativo de AATM). Nao foi observado diferenca

significativa na expressdo de RANKL ao comparar o0 grupo anquilose com 0 grupo
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adjacente (P = 0,34). No entanto, no grupo anquilose foi observada uma menor

expressao de RANKL comparado ao grupo controle (P = 0,06).
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Figura 26: Dados da expressdo génica de RANKL comparando amostras de osso de
pacientes com AATM com amostras controles (pacientes com diagndstico negativo de
AATM). O osso adjacente € proveniente de amostras de descartes cirurgicos de pacientes
do grupo anquilose (amostras de ossos que nao faziam parte do foco da anquilose). O grupo
anquilose corresponde as amostras de descartes cirurgicos do foco da anquilose de
pacientes do grupo AATM. Foi observada diferenca significativa comparando o 0sso
adjacente e o grupo controle (P = 0,01). Uma amostra do grupo do osso adjacente
apresentou valor menor que 0,02, assim nado pode ser evidenciado no grafico acima. O
grafico é apresentado em escala log 2.
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Considerando a razao de expressao génica dos genes OPG e RANKL (figura
27) nao foi observada diferenga significativa comparando os trés grupos (anquilose,

0sso adjacente e controle).
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Figura 8: Dados referente a razdo da expressdo génica de OPG e RANKL comparando
amostras de osso de pacientes com AATM com amostras controles. As amostras de 0sso
adjacente sao de descartes cirurgicos de pacientes do grupo anquilose (amostras de ossos
que nao faziam parte do foco da anquilose). O grupo anquilose corresponde as amostras de
descartes cirurgicos do foco da anquilose de pacientes do grupo AATM. Nao houve
diferenga significativa na razdo da expressao de OPG/RANKL comparando os trés grupos
(Controle x Osso adjacente, P = 0,82; Controle x Anquilose, P = 0,87; Anquilose x Osso
adjacente, P = 0,81).
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6 DISCUSSAO

Aproximadamente 50% da populacédo apresenta sinais clinicos relacionados
aos disturbios temporomandibulares, como estalidos, crepitagdo e dor, tornando-se
um problema de saude publica relevante (KOHLER et al., 2009). A AATM, que
promove a incapacidade de abrir a boca, € um problema grave e muitas vezes
negligenciado e ndo diagnosticado em criangas (DAS et al., 2009). Em revisdo da
literatura, poucos trabalhos relatam dados de incidéncia da AATM. Gupta e
colaboradores, em 2012, diagnosticaram a AATM em apenas 10 de 21.720 criangas
avaliadas em uma regido na india (GUPTA et al., 2012). No Brasil, os dados sao
semelhantes, visto que neste trabalho foram recrutados apenas 11 pacientes com
AATM, durante o periodo de aproximadamente 17 meses de coleta, em um centro
nacional de referéncia para o tratamento e diagndstico de doengas do musculo
esquelético. O INTO, além de ser um orgao de referéncia em Ortopedia e
Traumatologia do Ministério da Saude, também se destaca no atendimento aos
pacientes com AATM. O setor de Cirurgia Cranio-Maxilofacial do INTO recebe
pacientes referenciados do Rio de Janeiro e de outros estados. Dos pacientes
incluidos neste estudo, 18% foram encaminhados de outro estado para tratamento
da AATM no INTO.

A AATM pode ocorrer em qualquer idade, porém é mais frequente em
criangas com menos de 10 anos (PEREIRA FILHO et al.,, 2011), sendo uma
patologia relevante, ja que restringe os movimentos articulares, limitando a
mastigagéo, impactando em problemas estéticos, nutricionais, psicoldgicos, sociais,
além de promover alteragdes no crescimento facial, deformidades da mandibula e

da maxila, na erupgao e posicionamento dentario (FIGUEIREDO et al., 2014). Em
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nosso estudo todos os pacientes incluidos eram criangas com idade entre 8 e 15
anos.

A etiologia da AATM inclui trauma, artrites, infecgdes, cirurgias prévias na
ATM, além da possibilidade de ser congénita ou idiopatica (LOVELESS et al., 2010).
De forma geral, a causa mais comum da AATM é o trauma, seguido de infec¢des
(EROL, TANRIKULU & GORGUN, 2006; LIU et al.,, 2015). Ja em criangas, a
infeccao, principalmente quadros de otite, é relatada na literatura como a principal
causa da AATM (CHIDZONGA, 1999), corroborando com os resultados observados
neste estudo, ja que 36,4% apresentaram otite em fase neonatal e 18,2%
apresentaram infeccdo prévia. Além disso, neste estudo 4 pacientes ja haviam
realizado cirurgia prévia de AATM, que também é um fator de mal prognéstico pelo
risco aumentado de recidiva. Os nossos resultados estdo também de acordo com o
estudo de KABAN et al. (2009), os quais relatam otite prévia em paciente infantil
diagnosticada com AATM. O autor relata ainda, que em paises de terceiro mundo, a
infeccdo permanece como a causa mais comum de AATM em criangas, variando
entre infeccdes odontogénicas, orais, cutdneas locais otolégicas e quadros de
osteomielite (KABAN et al., 2009).

Os recursos de imagens utilizados no diagnéstico da AATM sao variaveis.
Pode-se utilizar a radiografia panoramica evidenciando deformidade articular, perda
total de espaco articular e formagdo éssea anormal ao redor da articulagao.
Contudo, nédo revela a natureza e a extensdo total da patologia (SALES, OLIVEIRA
& CAVALCANTI, 2007). Enquanto a tomografia computadorizada apresenta uma
maior riqueza de detalhes, como a reducido do espacgo articular e a presenca de
crescimento 6sseo anormal, permitindo a realizagdo de diagnéstico diferencial com

outras alteragbes morfologicas e patolégicas da ATM (EL-HAKIM e METWALLI,
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2002). O diagnostico definitivo dos 11 casos de AATM incluidos neste estudo
baseou-se nos achados clinicos e imagens de tomografia computadorizada, as quais
auxiliaram no planejamento do tratamento proposto.

A AATM pode causar problemas fisiolégicos e psicologicos, assim,
intervengdes precoces sao necessarias uma vez que a condi¢cao é reconhecida (LIU
et al., 2015). Apesar dos avangos biotecnoldgicos nas ultimas décadas, a AATM em
criangas tem sido desafiadora e muitas vezes frustrante para os mais experientes
cirurgides, tanto por sua dificuldade técnica cirurgica, como pela alta taxa de
complicagbes e alto indice de recidiva (KABAN, PERROTT & FISHER, 1990;
KABAN et al., 2009). A situacéo socioecondmica e ou apoio social eficiente, além da
colaboracdo com o trabalho de reabilitagdo em motricidade oral sdo fundamentais
para o sucesso do tratamento que é sempre longo e trabalhoso. Neste estudo, os
pacientes e seus familiares foram atendidos no INTO por uma equipe
multidisciplinar, com o intuito de avaliar o perfil sécio econémico, psicologico e
nutricional da familia e do paciente com AATM. Esta avaliacdo contribui
significativamente para se alcancar a aderéncia ao tratamento de reabilitacdo da
AATM, que envolve exercicios de motricidade oral pelo grupo da fonoaudiologia,
mantido por, no minimo, 9 meses até 1 ano no pds-operatdrio.

O tratamento ciruargico da AATM envolve técnicas de artroplastia simples,
artroplastia de intervalo interposicional e reconstrugao articular com materiais
aloplasticos ou autdégenos. Todas sdo empregadas com o intuito de restabelecer a
funcdo articular, pela remocado da estrutura 6ssea anquilosada e prevencao da
recidiva, e ainda melhorando a aparéncia estética e a qualidade de vida do paciente
(LIU et al., 2015; KUMAR et al., 2014; BEDI et al., 2017). Neste estudo, o tratamento

cirurgico dos 11 pacientes incluidos foi realizado seguindo o protocolo estabelecido
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por KABAN, PERROTT e FISHER (1990), em que o foco da AATM foi abordado com
extensa artroplastia do bloco anquilotico, seguido de coronoidectomia ipsilateral e
coronoidectomia contra lateral, quando a abertura era ainda insuficiente. Foi
considerado insuficiente qualquer abertura bucal abaixo de 30 mm, sendo ideal
maior que 40 mm, conforme descrito anteriormente por KABAN, PERROTT e
FISHER (1990). Em seguida, foi realizada a interposicdo do musculo temporal
incluindo a porgdo do ventre muscular fixado por sutura transbucal, visto que
acreditamos que este procedimento possa garantir a manuten¢gédo musculo temporal
no lugar correto (interposto no espaco articular), evitando contato dsseo e dor no
pos-operatorio. Mesmo assim, foi verificado perda de resultado cirurgico em um dos
onze pacientes, que necessitou ser reoperado, apds aproximadamente 3 meses.
Além disso, este paciente apresentou paralisia do tronco do nervo facial transitoria
com total restabelecimento em 3 meses. Na ocasiao da reoperagao observamos
calcificacao heterotopica na musculatura do temporal interposto. Nesse caso
usamos um fixador externo que manteve o GAP forcadamente por 2 semanas como
tatica cirurgica. Apos ser retirado o fixador o paciente passou a evoluir bem. A
exposi¢cao adequada da regido da ATM, assim como ressecg¢do do osso anquilosado
€ um processo arduo. Conforme ja descrito por KABAN, PERROTT e FISHER
(1990), a proximidade do nervo facial e os vasos da carétida, jugular e maxilar
podem frequentemente resultar em paralisia do nervo facial e hemorragias durante a
cirurgia (KABAN, PERROTT & FISHER, 1990). Assim, todos os pacientes incluidos
neste estudo seguiram o mesmo protocolo cirurgico e foram operados pelo mesmo
cirurgido para evitar qualquer diferenga na abordagem cirurgica entre os pacientes.
Apesar de todos os esforgcos para o tratamento da AATM, um alto indice de

pacientes apresenta recidiva da doengca e isso pode estar associado com o
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metabolismo reabsortivo, como a doenga de Padget e osteopretrose (LI et al., 2000).
Nesse sentido, o entendimento da via do metabolismo 6sseo pode orientar o
desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas, com a utilizacdo de
medicamentos anti-absortivas no tratamento adjuvante. A reabsorgdo Ossea €
regulada pelo sistema de osteoclastogénese (RANK, RANKL e OPG), sendo um
processo essencial que ocorre durante a cicatrizagdo do 0sso, pois mantém o
equilibrio da remodelagao 6ssea acoplando osteoblastos com osteoclastos (YAN et
al., 2013; CHEN et al., 2014). No presente estudo foi avaliado o perfil de expressao
dos genes OPG e RANKL, em amostras de pacientes com AATM e amostras de
osso de individuos controles. Foi observado uma menor expressdao de OPG e
RANKL nas amostras de pacientes com AATM (bloco anquilético e osso adjacente)
comparado as amostras controle. O RANK esta presente na superficie dos pré-
osteoclastos/osteoblastos e a ligagdo com RANKL promove um aumento da
atividade dos osteoclastos maduros (KADKHODAZADEH et al., 2012), enquanto o
OPG antagoniza a interagdo RANK-RANKL promovendo a formagdo de osso e
inibindo a osteoclastogénese (WUYTS et al.,, 2001). Assim, o RANKL e OPG
regulam a reabsorgédo Ossea por estimulagdo do RANK em células precursoras de
osteoclastos (HUGHES et al., 2000).

Nossos resultados estdo de acordo com estudo recente realizado por HE e
colaboradores (2015), que avaliaram a expressao dos genes OPG e RANKL, e a
densidade oOssea de 14 pacientes com AATM pods-traumatica. Os autores
observaram também uma menor expressao dos genes OPG e RANKL nas amostras
do bloco anquilético comparado ao controle, sugerindo que a deficiéncia de
osteoclastos contribui para formacdao do bloco anquilético. Além disso, eles

observaram um aumento da densidade mineral éssea no bloco anquilético
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comparado ao céndilo normal (HE et al., 2015). O remodelamento 6sseo € mantido
pelo equilibrio da formacédo e a reabsor¢cao 6ssea (TANAKA, NAKAYAMADA &
OKADA, 2005). Em nosso estudo observamos também uma menor expressao
génica de RANKL e OPG, no osso adjacente do paciente com AATM (osso que n&o
estava relacionado ao bloco anquilotico), comparado ao controle, indicando que a
alteragao da expressao destes genes ocorre também em locais distantes do foco da
anquilose.

Apesar dos resultados promissores referente aos genes envolvidos na
formacdo da massa Ossea anquilosada de pacientes com AATM, nosso estudo
apresenta limitagdes relevantes em relacdo ao numero de amostras analisadas tanto
no grupo caso (AATM) como no grupo controle. Além disso, houve limitagdo na
coleta de amostras de osso controle de criangas, que julgamos ser o controle ideal,
visto que o processo de remodelamento ésseo é alterado nas diferentes fases do
desenvolvimento (RAGGATT et al., 2010). O grupo controle incluido neste estudo foi
constituido de individuos adultos, durante extracido dentaria de dentes inclusos,
tratamento de fraturas mandibulares ou colocacdo de implantes para extracdo do
0sso alveolar. Dessa forma, podemos ter um viés de comparagao, ja que 0 0SSO
alveolar apresenta caracteristicas relacionadas a um maior remodelamento e as

fraturas mandibulares estdo em processo de reparo 6sseo (RAGGATT et al., 2010).
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7 CONCLUSOES

o Observamos que a presencga de otite, infeccdo e cirurgia prévia de
AATM foram os fatores etioldégicos da AATM nas criangas incluidas neste estudo;

o Foi observado uma menor expressao de OPG e RANKL nas amostras
de pacientes com AATM (bloco anquildtico e osso adjacente a anquilose)
comparado as amostras controle;

o O RANKL e OPG regulam a reabsorgdo 6ssea por estimulacdo do
RANK em células precursoras de osteoclastos, podendo estar associado com a
degeneracgao articular da ATM. Nossos resultados sugerem uma ampla investigagéo
da via RANK-RANKL-OPG na AATM, com o intuito de se explorar, nesta via, novas

possibilidades terapéuticas para esta patologia de dificil tratamento.
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ANEXO B - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Seu filho (a) e familiares estdo sendo convidados a participarem da pesquisa “Anquilose idiopatica da
articulagdo temporomandibular em criangas: correlagdo de polimorfismo genético e expressao de
microRNAs na saliva”. A participacdo nao é obrigatéria. A qualquer momento vocé pode desistir de
participar da pesquisa e retirar seu consentimento ou o consentimento dado para seu filho (a). Sua
recusa nao trard nenhum prejuizo em sua relagdo com o pesquisador ou com a instituigao.

O objetivo deste estudo é correlacionar a presenca de anquilose idiopatica na articulagédo
temporomandibular (articulagao para abertura de boca) e sua caracteristica genética (caracteristicas
transmitidas de pais para filhos).

A participagao nesta pesquisa consistira em doar saliva € sangue para exame laboratorial, e
em caso de necessidade de cirurgia dessa mesma articulagdo, doar o material que seria descartado,
para anadlise laboratorial também. E permitir que estes materiais sejam armazenados para futura
analise e realizar exame da boca e exame (palpagéo) da articulagdo temporomandibular (articulagdo
para abertura de boca).

A participagdo na pesquisa pode ter o risco de ficar roxo e dolorido no local da coleta de
sangue. Os beneficios relacionados com a sua participagao é principalmente um futuro entendimento
da origem e desenvolvimento desta lesao.

As informagdes obtidas através dessa pesquisa serdo confidenciais e asseguramos o sigilo
sobre sua participacao e/ou de seu filho (a). Os dados nao seréo divulgados de forma a possibilitar
sua identificagdo. As coletas serdao numeradas e seu nome e/ou do seu filho (a) ndo constara em
qualquer recipiente a ser armazenado.

Em caso de trauma na articulagdo temporomandibular serei excluido da pesquisa.

Vocé recebera uma cépia deste Termo onde consta o telefone e o enderego do
pesquisador principal, podendo tirar suas duvidas sobre o projeto e sua participacdo, agora ou a

qualquer momento.

Marcar e preencher a opgao (1) para termo de consentimento para crianga e adolescente, opgao (2)

para a participagao dos familiares na pesquisa.

1.( ) Declaro que entendi a pesquisa e aceito que o meu filho (a) participe da mesma.

Rio de Janeiro, de de

Nome da crianca ou adolescente:

Data Nasc.: [ , endereco:

Nome dos pais ou responsavel legal e n° de RG:
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Assinatura dos pais ou responsavel legal:

Assinatura e carimbo do pesquisador:

2.( ) Declaro que entendi a pesquisa e aceito participar.

Rio de Janeiro, de

de

Nome da crianga ou adolescente:

Nome do voluntario:

Data
Nasc.: I , RG: Org. emissor:
Data de emissao: [ , endereco:

Assinatura do voluntario ou responsavel legal

Assinatura e carimbo do pesquisador

Av. Brasil, n° 500- Anexo 4- Térreo— Centro de Terapia Celular (CTCel)-INTO-Tel: 2134-5300.
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ANEXO C- TERMO DE ASSENTIMENTO INFORMADO

TERMO DE ASSENTIMENTO INFORMADO

Vocé esta sendo

convidado (a) a participarem da pesquisa “Anquilose idiopatica da articulagdo temporomandibular em
criangas: correlagdo de polimorfismo genético e expressdo de microRNAs na saliva”. Seus pais ja
permitiram que vocé participe, mas vocé nao precisa participar da pesquisa se nao quiser, € um
direito seu, a qualquer momento vocé pode desistir e ndo havera nenhum problema se desistir.

Queremos saber se anquilose idiopatica (impossibilidade de abertura da boca) na articulagéo
temporomandibular (articulacdo para abertura de boca) esta relacionada com suas caracteristicas
genéticas (caracteristicas herdadas dos pais). As criancas e adolescentes que irdo participar dessa
pesquisa tém de 8 a 18 anos de idade.

A sua participagdo nesta pesquisa é feita com a doagido de saliva e sangue para exame
laboratorial e caso haja necessidade de cirurgia, doagdo de material bioldgico (raspado da
articulagdo) que seriam jogados fora durante a cirurgia para pesquisa € a realizagdo de exame da
boca e exame (palpagéo) da articulagdo temporomandibular (articulagdo para abertura de boca).

A participagdo na pesquisa n&o trara nenhum risco para sua saude, somente pode ocorrer
um desconforto durante a avaliagdo do dentista, mas ha coisas boas que podem acontecer como um
futuro entendimento do por que essa doenga acontece e com isso tentar melhorar o tratamento.

Ninguém sabera que vocé esta participando da pesquisa, ndo falaremos a outras pessoas,
nem daremos a estranhos as informacdes que vocé nos der. Os resultados da pesquisa vao ser
publicados, mas sem identificar as criangas e adolescentes que participaram da pesquisa. Quando
terminarmos a pesquisa, as nossas descobertas serao escritas em revistas proprias para publicagéo
de pesquisa. Se vocé tiver alguma duvida, vocé pode me perguntar ou ao seu médico, ou ainda pode
ligar depois no telefone abaixo.

Eu aceito participar da pesquisa “Anquilose idiopatica da articulagao temporomandibular em
criangas: correlagdo de polimorfismo genético e expressdo de microRNAs na saliva”, que é para
entender melhor como a anquilose idiopatica se desenvolve. Entendi as coisas ruins e as coisas boas
que podem acontecer. Entendi que posso dizer “sim” e participar, mas que, a qualquer momento,
posso dizer “ndo” e desistir que ninguém vai ficar bravo. Os pesquisadores tiraram minhas duvidas e
conversaram com 0S meus responsaveis.

Recebi uma copia deste termo de assentimento e li e concordo em participar da pesquisa.

Rio de Janeiro, de de

Assinatura da crianga ou adolescente Assinatura dos pais ou responsavel legal

Assinatura e carimbo do pesquisador
Av. Brasil, n° 500- Anexo 4- Térreo— Centro de Terapia Celular (CTCel)-INTO-Tel: 2134-5300.
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ANEXO D — FICHA DE ANAMNESE

N° do Questionario : Data: /

Pesquisa: “Anquilose idiopatica em criangas: correlagdo com expressao de microRNAs na

saliva” Aprovacao CEP:

Dados do Paciente

1. N° Prontuario: 2. Banco DNA: 3. Iniciais
4. Nascimento / / 5.S8exo ( )1.Fem ( )2.Masc
6. Etnia:

7. Imformagées sobre a mae do voluntario:

a)Tem doenca autoimune? ( ) ndo ( ) sim — especificar:

b)Teve alguma quadro de infecgdol/inflamagao durante a gravidez? ( ) ndo ( ) sim —especificar:

c) ( )Parto normal ( ) cesariana — complicagées (uso de forceps) ( ) ndo (

8. Informagdes sobre o voluntario:
a) Sofreu traumatismo craniofacial recém-nascido?

( ) 2.Nao ( ) 1.Sim — especificar:

b). Teve algum quandro de infecg¢ao/inflamacgéao/alérgia rescém-nascido?

( ) 2.Nao ( ) 1.Sim — especificar:

c) Tem doenga autoimune? () ndo ( ) sim — especificar:

d) Apresenta anquilose condilar?

( )Nao () Sim

() Unilateral ( ) Bilateral - ( ) Direito ( ) Esquerdo
( )Fibrosa  ( )Ossea

e)Grau de comprometimento, classificagao?

e) Ja realizou procedimento cirargico na ATM? ( ) ndo ( ) sim — Quantos?

idades:

Motivos:

9- Observagoes:

10. GRUPO: ( ) A.Controle ( ) B.Teste
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