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Resumo

A Disfuncdo Temporomandibular (DTM) afeta em média até 30% da populacéo,
acometendo mais mulheres, na faixa etaria entre 20 e 40 anos. Sua etiologia é
multifatorial, envolvendo fatores genéticos e biopsicossociais. Objetivo: investigar
fatores biopsicossociais, clinicos e o polimorfismo genético rs1342913, no gene
BRINP3, associados a DTM. Material e Métodos: Esse € um estudo caso-
controle, com uma amostra de 226 individuos do sexo feminino, divididos em grupo
caso, 95 pacientes com DTM, e grupo controle, 131 pacientes sem DTM. Para
diagnéstico da DTM foi utilizado o Research Diagnostic Criteria for
Temporomandibular Disorders (RDC/DTM). Foram estudados: idade, etnia,
tabagismo, depressdo e ansiedade. Para depresséo, foi utilizado o instrumento
Patient Health Questionnaire 9 (PHQ-9) e, para ansiedade, o Generalized Anxiety
Disorder 7 (GAD7). A selecao do marcador do gene BRINP3 foi feita a partir do site
Info Web Server. O rs1342913 apresentava alto desequilibrio de ligacdo com
outros 67 marcadores, cobrindo aproximadamente 50% do gene. A genotipagem
foi realizada pela técnica da Reagédo em Cadeia da Polimerase (PCR) em tempo
real. As varidveis qualitativas foram analisadas pelo teste Qui-quadrado de
Pearson. As variaveis quantitativas foram analisadas pelo Teste t de Student.
Valores de p<0,05 foram considerados significantes. Resultados: na andlise
univariada, idade (p=0,002) e depresséao (p=0,007) estiveram associadas a DTM.
Na andlise genética, ndo houve associacdo do polimorfismo com a DTM.
Conclusao: a menor média de idade e a depressédo foram as variaveis associadas

a DTM. Néao houve associacao entre o polimorfismo rs1342913 e a DTM.

Palavras-chave: Polimorfismo genético, BRINP3, Gene, ATM, Transtornos da

Articulacdo Temporomandibular.



1. Introducéao

As disfuncdes temporomandibulares (DTMs) sao definidas pela American
Academy of Orofacial Pain, como um grupo de condicbes que acometem as
regibes  musculoesqueléticas e  neuromusculares das  articulagbes

temporomandibulares (ATMs), os musculos da mastigagao e tecidos relacionados

[1].

Considerada um problema de saude publica, a DTM é uma condigdo que
afeta mundialmente cerca de 5 a 15 % da populacéo [2], podendo acometer 30%
da populacao adulta [3]. Atinge mais mulheres na faixa etaria entre 20 e 40 anos
[4]. ADTM impacta a qualidade de vida do individuo, refletindo diretamente na sua
incapacidade, prejudicando o seu rendimento psicossocial e afetando suas
atividades profissionais [5]. Nos Estados Unidos, essa condicdo demanda US$ 4
bilhdes de dolares anualmente em custos de saude que dobraram na udltima
década. [5]

A DTM é dividida em trés grupos: o grupo | envolve o diagndstico muscular
(dor miofascial), o grupo Il refere-se aos deslocamentos de disco (com e sem

reducgé&o), e o grupo lll inclui artralgia, osteoartrose e osteoartrite. [6]

Entre os diversos tipos de DTMs, 40% referem-se aos deslocamentos de
disco articular com e sem reducdo [7]. Embora tratem das mesmas estruturas
anatomicas, a biomecéanica desse deslocamento acontece de maneiras diferentes,
ambos podendo apresentar sintomatologia dolorosa [7]. O deslocamento de disco
com reducéo (DDCR) é o mais comum. Ocorre quando o disco articular se descola
anteriormente a cabeca da mandibula em posicdo de repouso, e retorna a sua
posicao fisiolégica durante o movimento de abertura bucal, normalmente associado
ao estalido [8]. O deslocamento de disco sem reducédo (DDSR), manifesta-se
quando o disco se desloca, e € comumente acompanhado de limitacdo da
amplitude durante o movimento de abertura bucal. Isso ocorre devido a posi¢do do
disco, que estando mais anteriorizado, impede o movimento de translacédo da

cabeca da mandibula. [7,8].



As disfungbes na ATM podem ser decorrentes de um trauma ou de uma
sobrecarga articular, resultando na inflamagédo [9]. O processo inflamatério é
decorrente de fenbmenos homeostaticos dos tecidos vascularizados, que visam

reparar agentes lesivos através dos mediadores inflamatorios (Ml) [10].

Atualmente, a etiologia da DTM é considerada complexa com fatores
ambientais, bioldgicos e psicoldgicos, agindo sinergicamente. [11] Além disso,
hiperatividade muscular, trauma e fatores emocionais predisponentes, como
estresse, ansiedade e depressdo também podem estar envolvidos [11]. Diretrizes
da Academia Americana de Dor Orofacial passaram a considerar também, fatores
genéticos na etiologia da DTM. [12]

Polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) sao as formas mais comuns de
variacdo do DNA [13]. A influéncia de polimorfismos genéticos associados a dor e
ao desenvolvimento da DTM tem sido considerada um marco na investigacdo do
componente genético na etiologia da doenca [14]. A DTM foi associada com o
polimorfismo TNFA-308 (rs1800629) do gene TNFA [15] e com o polimorfismo
102T-C do gene HTR2A [16].

O gene BMP / retinoic acid inducible neural specific 3 (BRINP3), também
chamado de FAM5C, DBCCRI1L ou DBCCR1L1. E formado por 8 éxons e esta
localizado no cromossomo 1 na posicao 1q.31.1. Esse gene codifica a proteina
bone morphogenetic protein/retinoic acid-inducible neural specific protein 3
(BRINP3) [17,18], composta de 766 aminoacidos [17]. A BRINP3 localiza-se na
mitocéndria e esta envolvida em mecanismos celulares de proliferacdo, migracéo
e apoptose celular [19]. A via mitocondrial mostrou um papel importante na
apoptose celular e esteve relacionada com a degeneracéo do disco da ATM em
pacientes com DTM. [20,21]

Polimorfismos no gene BRINP3 foram associados as condi¢des
imunoinflamatérias como doenca arterial coronariana [22], tumores hipofisarios
[19], cicatrizac&o de fraturas [23], peri-implantite [24] e periodontite agressiva [25].
Esses achados sugerem que BRINP3 esté relacionado a condi¢fes inflamatorias,
entretanto o mecanismo regulatoério da proteina e expressao do gene permanecem

pouco descritos na literatura. [19,25].



N&o existem estudos investigando a associacdo de polimorfismos no gene
BRINP3 com a DTM. Portanto, a hipétese desse trabalho é que fatores
biopsicossociais, clinicos e o polimorfismo rs1342913 do gene BRINP3 estejam

associados a DTM.



2. Objetivo

O objetivo deste estudo foi investigar a associacdo entre fatores biopsicossociais,

clinicos e o polimorfismo rs1342913 no gene BRINP3 com a DTM.



3. Material e Métodos
Amostra

O estudo caracterizou-se como observacional caso-controle. A amostra foi
composta por 226 pacientes do sexo feminino, com idades entre 18 e 73 anos,
recrutadas na Clinica de Odontologia da Pontificia Universidade Catdélica do
Parana (PUCPR) e no ambulatério do Hospital Universitario Evangélico de Curitiba.
Para andlise de fatores biopsicossociais, clinicos e genéticos, a amostra foi dividida
em dois grupos. O grupo caso foi composto por 95 pacientes diagnosticadas com
DTM (deslocamento de disco articular com ou sem reducao e artralgia) e grupo

controle composto por 131 pacientes sem DTM.

As participantes assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido
(TCLE), previamente a coleta de dados. O projeto foi aprovado pelo Comité de

Etica em Pesquisa da PUCPR, sob o nimero de protocolo 1.863.521.

N&o foram incluidas nesse estudo pacientes que apresentaram situaces que
pudessem comprometer a resposta imunoinflamatéria, tais como: uso crénico de
anti-inflamatorios, diabetes, hepatite, infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia
humana (HIV), quimioterapia, doenca maligna, doenca autoimune, gravidez ou

lactacéo, cirurgia prévia na ATM e presenca de dor miofascial sem artralgia.
Diagndstico da DTM

O diagnodstico da DTM foi realizado por meio de uma ferramenta de
autoavaliacdo, baseada no Research Diagnostic Criteria for Temporomandibular
Disorders (RDC/TMD) [26]. O teste avalia aspectos clinicos e psicossociais para o
diagnéstico da DTM. As pacientes responderam um questionario de
autoavaliacdo. Para exame clinico, dois pesquisadores experientes (ADD) e
(ILPB), apds estarem calibrados pelo teste Kappa (coeficiente inter-examinador
9,5, intra-examinador 9,6), realizaram a palpacdo dos musculos masseter,

temporal e das ATMs.



Fatores biopsicossociais

Dados como idade, etnia e tabagismo foram coletados a partir de

informacdes disponiveis no prontuario odontolégico das pacientes.

Escala de depresséao

Para a avaliacdo da depresséo foi utilizado o instrumento Patient Health
Questionnaire 9 (PHQ-9) [27]. O questionario é composto por dez perguntas que
avaliam a depresséo. A pontuacdo maxima do teste & de 27 escores, com uma
escala de pontuacdo de somatoria para a interpretacdo entre os diferentes niveis
de depresséao: leve (5 a 9), moderado (10 a 14), moderado-severo (15 a 19) e
severo (20 a 27).

Escala de ansiedade

Para a avaliacdo da ansiedade, foi utilizado o teste Generalized Anxiety
Disorder 7 (GAD-7) [28]. O teste compreende sete itens que avaliam o
comportamento ansioso do paciente, com pontuacdo maxima de 21 escores. Os
niveis de escala variam entre: sem ansiedade (0 a 4), ansiedade leve (5 a 9),
moderada (10 a 14) e severa (15 a 21).

Coleta e Purificagdo do DNA

O DNA foi obtido a partir de células epiteliais bucais coletadas por meio de
um bochecho com solucéo de glicose 3% durante 1 minuto, seguida pela raspagem
da mucosa bucal [29]. A solucdo foi agitada vigorosamente e imediatamente
armazenada em tubos refrigerados. As células epiteliais bucais foram
sedimentadas por centrifugacédo a 706 g durante 10 minutos. O sobrenadante foi
descartado e o pellet de células ressuspenso em 1.300 pl de tampéo de extracao
[10 mM de Tris-HCI (pH 7,8), 5 mM de EDTA, 0,5% de SDS]. Foram adicionados a
solucéo 10 pl de proteinase K (20 mg/ml), deixada durante a noite a 65°C. O DNA
foi purificado por adicdo de acetato de amoénio 10 M, precipitado com isopropanol
e ressuspenso com 50 pl de solucéo de extracdo [Tris 10 mM (pH 7,6) e EDTA 1
mM] [30].



Selecéo do tagSNP do gene BRINP3 e genotipagem

A selecdo do TagSNP do gene BRINP3 foi realizada por meio de
informagdes disponiveis no SNP Info Web Server

(www.snpinfo.niehs.nih.gov/snpinfo/snptag.html) no ano de 2019. Os critérios de

selecdo para os marcadores foram: frequéncia alélica minima (FAM) de 25%,
populacdo CEU (residentes de Utah com ascendéncia do norte e oeste da Europa),
e desequilibrio de ligacéo (DL) = 80% (r’0,8). Seguindo esses critérios, o tagSNP
rs1342913 foi selecionado, possibilitando a cobertura de aproximadamente 50%

do gene BRINPS3, estando em alto DL com outros 67 marcadores.

O tagSNP rs1342913 foi genotipado pela Técnica de Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) em Tempo Real (Applied Biosystems 7500 Real Time PCR
System; Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), com o uso da tecnologia
TagMan™ Genotyping Max Mister (Applied Biosystems). Foi utilizado o controle

negativo em todas as genotipagens realizadas.
Anélise Estatistica

As analises estatisticas foram realizadas no programa SPSS, verséo 23.0,
e o equilibrio de Hardy-Weinberg foi obtido no Haploview 4.1.

As variaveis gualitativas foram analisadas pelo teste Qui-quadrado de
Pearson e expressas como frequéncia e porcentagem. Variaveis quantitativas
foram analisadas pelo Teste t de Student e descritas como média e desvio padréo.

Para andlise genotipica nos modelos dominante e recessivo, foi utilizado o
teste Qui-quadrado de Pearson. O modelo aditivo foi avaliado por regresséo

logistica binaria.

Resultados com valor de p<0,05 foram considerados estatisticamente
significantes. As estimativas de risco foram acessadas por célculo de Odds Ratio

(OR) com intervalo de confianga (IC) de 95%.


http://www.snpinfo.niehs.nih.gov/snpinfo/snptag.html

4. Resultados

O resultado da analise dos fatores biopsicossociais (tabela 1), mostrou a
meédia de idade de 31,48 (x11,52) anos para o grupo caso, e 37,57 (£15,57) anos
para o grupo controle (p=0,002). Etnia e tabagismo ndo apresentaram diferenca
estatisticamente significante entre 0os grupos controle e caso, respectivamente,
(p=0,714) e (p=0,331).

A varidvel depressdo apresentou diferenca estatisticamente significante
entre os grupos (p=0,007). O nivel de depressédo severa foi observado em 52,6%
no grupo caso, versus 34,4% no grupo controle. Nao foi encontrada associagao
entre DTM e ansiedade (p=0,084).

Tabela 1. Resultado da analise univariada dos fatores biopsicossociais e clinicos

para o grupo controle (n=131) e caso (n=95).

Controle (n = 131) Caso (n = 95) Va'%r de R (IC 95%)
Idade” 37,57 (£ 15,57) 31,48 (£ 11,52) 0,002* -
Etnia”
Caucasiana 88 (67,2) 66 (69,5) 0 714%* 1,112
N&o Caucasiana 43 (32,8) 29 (30,5) ' (0,630-1,964)
Tabagismo™
Fumantes 10 (7,8) 11 (11,6) 0 331%* 0,642
Nao fumantes 119 (92,2) 84 (88,4) ' (0,261-1,580)
Depressao”
Sem depresséao 3(2,3) 0 (0,0)
Leve 20 (15,3) 5(5,3) 0,007 i
Moderada 63 (48,0) 40 (42,1) '
Severa 45 (34,4) 50 (52,6)
Ansiedade”
Sem ansiedade 12 (9,1) 2(2,2)
Leve 14 (10,7) 8 (8,4) 0.084** i
Moderada 47 (35,9) 31 (32,6) '
Severa 58 (44,3) 54 (56,8)

*Teste T de Student

**Teste Qui-Quadrado de Pearson
“Valor de n pode diferir do n total dos grupos, devido & omissao das respostas em questéo

OR: Odds Ratio

IC: Intervalo de confianca
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Analise genética

As frequéncias genotipicas do marcador testado estavam em equilibrio de
Hardy-Weinberg no grupo controle. O tagSNP rs1342913 nédo apresentou
associacdo com a DTM em nenhum dos modelos genotipicos estudados p>0,05
(Tabela 2).

Tabela 2. Resultados da andlise univariada do tagSNP rs1342913 do gene
BRINP3 nos modelos aditivo, dominante e recessivo para 0s grupos caso (n=95) e
controle (n=131).

tagSNP Modelo .o ., GrUPos-n(%)  valor
dbSNP? Genético P Caso Controle dep

Gene OR (IC 95%)

BRINP3 rs1342913 Aditivo AA 34 (38,2) 40 (32,3)

0,651+
1,381 (0,638 -
AG 39 (433) 58 (46.8) 2.991)
0,413
0,947 (0,520 -
GG 17(185) 26 (2L0) gues O oo
Pominante A Ap+AG 73 (82.0) 98.(79.0) 4 cger 2amg 00
GG 16(18,0) 26 (21.0)
RecessVOA  AG+GG 55 (61,8) 84(67.7) 0,369* 0'77103(&‘)‘36'
AA  34(382) 40 (32.3)

aldentificador de SNP baseado no dbSNP do NCBI

&0 alelo A é o mais frequente no grupo caso

*Regressao logistica binaria

*Teste Qui-quadrado de Pearson

OR: Odds Ratio

IC: Intervalo de Confian¢a

Diferencgas no valor de n em decorréncia de amostras ndo amplificadas

11



Poder amostral

O poder da amostra foi de 86% considerando a frequéncia do alelo mais
raro de 42% (tabela 3).

Tabela 3. Calculo do poder amostral, utilizando a ferramenta Genetic
Power Calculator tool [31], estabelecendo como parametros: prevaléncia de DTM
30%, tamanho do efeito de 2,0 para carregar uma coépia do alelo de risco e 4,0 para
carregar duas copias do alelo de risco, D'=1, frequéncia do alelo raro de 42%, razéo

de caso e controle de 1,5 e nivel de significancia de 5%.

rs1342913
Frequéncia do alelo Poder n casos para 80% de poder
0,05 0,07 3267
0,1 0,29 378
0,2 0,86 80

12



5. Discusséao

Esse € o primeiro trabalho a investigar o gene BRINP3 como potencial gene
candidato associado a DTM. Neste estudo transversal com mulheres, nossa
hipotese foi que o polimorfismo genético no gene BRINP3 poderia estar associado
a sinais e sintomas clinicos de DTM. Foi observada a associagcdo da menor idade
e depressdo com a DTM. Por outro lado, nossa hipotese de que o gene BRINP3
(rs1342913) pudesse estar envolvido na etiologia da DTM né&o foi confirmada na

amostra estudada.

Observou-se a menor média de idade no grupo caso. A literatura mostra
uma maior prevaléncia de DTM em mulheres jovens na faixa entre 20 e 40 anos
[32]. Estudo epidemiolégico também encontrou a prevaléncia de DTM em mulheres
jovens, na faixa etaria de 21 a 30 anos, reforcando o publico como o mais

acometido [33].

A DTM é uma doenga na qual véarias citocinas e mecanismos
imunorreguladores estdo envolvidos [16]. Caracteriza-se por sintomas muitas
vezes acompanhados de dor, inflamacao, estalidos e movimentos mandibulares
limitados [34,35]. Essa condicao é de dificil diagnostico e entre os fatores de risco
estdo o estresse, a ansiedade e a depressao [36]. A influéncia de fatores genéticos
na etiopatogenia da DTM também vem sendo mundialmente discutida ao longo

dos anos [14].

Diferentes estudos apontam a depressédo como fator de risco para a DTM
[36, 37,38,39]. Os resultados encontrados evidenciam a importancia de relacionar
a DTM aos fatores biopsicossociais envolvidos. O diagndstico da depressao
baseou-se no instrumento PHQ-9, um teste com boa sensibilidade, especificidade
e confiabilidade. Além disso, esse instrumento foi validado em diferentes idiomas
e varias populagdes [27, 28, 40, 41]. Nossos resultados mostraram a associacao
da depressdo com a DTM na analise univariada. Dessa forma, a depressao foi
observada como um fator de risco para a disfungcdo da ATM em mulheres jovens,
corroborando com a literatura que descreve essa condi¢cdo biopsicossocial como

fator predisponente [35,40,41].
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A ansiedade é considerada um fator de risco paraa DTM [37,38,39]. Fatores
como O estresse e a ansiedade estdo diretamente relacionados a hébitos
parafuncionais, e podem ter papel significativo no aumento da hiperatividade
muscular, sobrecarregando a ATM, e até mesmo causando lesdes musculares
[42]. Em nosso estudo, ndo houve diferenca estatisticamente significante entre

ansiedade e a populacao estudada.

Entre os fatores relacionados ao desenvolvimento da DTM, destaca-se o
papel do componente genético. Diferentes genes foram associados a DTM [15,16,
43], entre eles, o polimorfismo 102T-C do gene HTR2A, em um estudo
evidenciando alteragcbes do sistema serotoninérgico, também associado a
disfuncéo [16]. Além disso, polimorfismos no gene COMT, envolvido em alteragdes
enzimaticas das catecolaminas (endorfina, dopamina e noradrenalina), foram

descritos na literatura associados a DTM [44].

No presente estudo, o gene candidato foi o BRINP3, expresso em células
musculares lisas vasculares, células mioblasticas, no sistema nervoso e nas
células cancerigenas. No entanto, seu mecanismo de acao é pouco descrito na
literatura e precisa ser elucidado para melhor compreenséo da sua funcdo exata
[45]. Estéa localizado no braco longo do cromossomo 1, em regido de intron, e
codifica a proteina BRINP3 [18, 20].

7

BRINP3 € uma proteina que participa da resposta imunoinflamatoria,
envolvida na proliferacdo, migracdo e apoptose celular [19, 20]. Localizada na
mitocondria celular, sua superexpressao leva ao aumento da proliferacdo e
migracao de células [19]. As mitocdndrias estao envolvidas no metabolismo sendo
importantes no sistema imunoldgico [19, 46]. Um estudo com pacientes que
apresentavam deslocamento de disco articular na ATM mostrou que a apoptose
das células ocorreu parcialmente pela via mitocondrial [20]. Aléem disso, outros
estudos envolvendo hérnia de disco lombar e da ATM mostraram a associacao da

degeneracéo do disco com a apoptose celular [20,47,48,49].

Polimorfismos no gene BRINP3 foram associados ao aumento da
inflamacéo vascular [45] e ao infarto do miocérdio [50]. Ainda, estudos

evidenciaram que o polimorfismo rs1342913 foi associado com a cicatrizacao
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Ossea [23], peri-implantite [24] e periodontite agressiva [25]. Em nossa andlise

genética, o0 rs1342913 do gene BRINP3 ndo mostrou associacdo com a DTM.

Uma abordagem genética que utiliza SNPs em alto desequilibrio ligacao
(DL) permite que ndo seja necessaria a genotipagem de todos os polimorfismos
presentes em um determinado gene, mas apenas de SNPs “alvos” (tagSNPs), que
capturam toda a informacéo do gene em termos de variabilidade. Essa estratégia
torna possivel a investigacdo de menos SNPs, reduzindo custos e tempo de
genotipagem. Neste estudo, é importante observar que o polimorfismo rs1342913
captura a informacédo de outros 67 tagSNPs e cobre cerca de 50% da estrutura do
gene BRINPS3.

Uma limitacao desse estudo € a escolha da populagédo CEU, especifica para
a populacéo descendente de Europeus. Contudo, apesar do nosso pais contar com
uma grande miscigenacao, sabe-se que a populacéo escolhida representa a regiao
Sul do Brasil e seus imigrantes. Além disso, a replicacdo do estudo em outras
populac6es é mandatdria para elucidar o envolvimento desse gene no controle da
etiopatogénese da DTM. Outro fator limitante, é a variabilidade de transtornos
biopsicossociais como a ansiedade, que utilizou um instrumento pontual para
avaliar um tipo de transtorno ansioso (escala GAD-7). No entanto, é importante
destacar que a ansiedade generalizada avaliada € um dos transtornos mais

comuns na prética clinica. [28]

Ao se tratar de uma condicdo complexa e de grande impacto na saude
publica, é de extrema importdncia a determinacdo dos fatores clinicos e
biopsicossociais associados a essa condicdo. Nesse contexto, mais estudos séo
necessarios incluindo outros polimorfismos do gene BRINP3, bem como outros
genes da resposta imunoinflamatdria do individuo, para a completa elucidacéo de

fatores genéticos associados ao risco as DTMs.
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6. Conclusao

A menor média de idade e o fator biopsicossocial depressdo mostraram-se
associadas a DTM. Os fatores etnia, tabagismo e ansiedade ndo tiveram

associacdo com a DTM.

Na populacéo estudada, a associacdo de polimorfismo no gene BRINP3

(rs1342913) com a DTM nao foi encontrada.
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Abstract

Temporomandibular Disorders (TMD) affect on average up to 30% of the
population, affecting more women aged between 20 and 40 years. Its etiology is
multifactorial, involving genetic and biopsychosocial factors. Objective: to
investigate biopsychosocial and clinical factors and the genetic polymorphism
rs1342913, in the BRINP3 gene, associated with TMD. Material and Methods: This
is a case-control study, with a sample of 226 female subjects, divided into a case
group, 95 patients with TMD, and a control group, 131 patients without TMD. For
TMD diagnosis, the Research Diagnostic Criteria for Temporomandibular Disorders
(RDC/TMD) was used. The following were studied: age, ethnicity, smoking,
depression and anxiety. For depression, the Patient Health Questionnaire 9 (PHQ-
9) was used, and for anxiety, the Generalized Anxiety Disorder 7 (GAD7). The
selection of the BRINP3 gene marker was made from the Info Web Server site.
rs1342913 showed high linkage disequilibrium with 67 other markers, covering
approximately 50% of the gene. Genotyping was performed using the real-time
Polymerase Chain Reaction (PCR) technique. Qualitative variables were analyzed
using Pearson's chi-square test. Quantitative variables were analyzed by Student's
t test. Values of p<0.05 were considered significant. Results: in the univariate
analysis, age (p=0.002) and depression (p=0.007) were associated with TMD. In
the genetic analysis, there was no association of polymorphism with TMD.
Conclusion: the lowest mean age and depression were the variables associated
with TMD. There was no association between the rs1342913 polymorphism and
TMD.

Keywords: Genetic Polymorphism, BRINP3, Gene, TMJ, Temporomandibular Joint

Disorders.
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1. Introduction

Temporomandibular disorders (TMDs) are defined by the American Academy of
Orofacial Pain as a group of conditions that affect the musculoskeletal and
neuromuscular regions of the temporomandibular joints (TMJs), the muscles of
mastication and related tissues [1].

Considered a public health problem, TMD is a condition that affects around 5
to 15% of the population worldwide [2], and may affect 30% of the adult population
according to a recent study [3]. It affects more women in the age group between 20
and 40 years [4]. TMD impacts the individual's quality of life, directly reflecting on
their disability, impairing their psychosocial performance and affecting their
production activities [5]. In the United States, this condition demands $4 billion

dollars annually in healthcare costs that have doubled in the last decade. [5]

TMD is divided into three groups: group | involves muscle diagnosis (myofacial
pain), group Il refers to disc displacements (with and without reduction), and group

[l includes arthralgia, osteoarthrosis and osteoarthritis. [6]

Among the different types of TMDs, 40% refer to articular disc displacements
with and without reduction [7]. Although they deal with the same anatomical
structures, the biomechanics of this displacement happen in different ways, both of
which may present painful symptoms. Shrink disk offset (DDCR) is the most
common. It occurs when the articular disc detaches anteriorly to the condyle in a
resting position, and returns to its physiological position during the mouth opening
movement, normally associated with clicking. Disc displacement without reduction
(DDSR), manifests when the disc dislodges, and is commonly accompanied by
limited range during mouth opening movement. This is due to the position of the
disc, which, being more anterior, prevents the translational movement of the
condyle. [7,8].

TMJ dysfunctions may result from trauma or joint overload, resulting in
inflammation [9]. The inflammatory process results from homeostatic phenomena
of vascularized tissues, which aim to repair harmful agents through inflammatory
mediators (IM) [10].
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Currently, the etiology of TMD is considered complex with environmental, biological
and psychological factors acting synergistically. In addition, muscle hyperactivity,
trauma, and predisposing emotional factors such as stress, anxiety, and depression
may also be involved [11]. Guidelines from the American Academy of Orofacial Pain

also started to consider genetic factors in the etiology of TMD. [12]

Single nucleotide polymorphisms (SNPs) are the most common forms of
DNA variation [13]. The influence of genetic polymorphisms associated with pain
and the development of TMD has been considered a milestone in the investigation
of the genetic component in the etiology of the disease [14]. TMD was associated
with the TNFA-308 polymorphism (rs1800629) of the TNFA gene [15] and with the
102T-C polymorphism of the HTR2A gene [16].

The BMP / retinoic acid inducible neural specific 3 (BRINP3) gene, also
called FAM5C, DBCCRI1L or DBCCRILL1. It consists of 8 exons and is located on
chromosome 1 at position 1q.31.1. This gene encodes the bone morphogenetic
protein/retinoic acid-inducible neural specific protein 3 (BRINP3) [17,18], composed
of 766 amino acids [17].

BRINP3 is located in mitochondria and is involved in cellular mechanisms
of cell proliferation, migration and apoptosis [19]. The mitochondrial pathway
showed an important role in cellular apoptosis and was related to TMJ disc

degeneration in TMD patients. [20.21]

Polymorphisms in the BRINP3 gene have been associated with
immunoinflammatory conditions such as coronary artery disease [22], pituitary
tumors [19], fracture healing [23], peri-implantitis [24] and aggressive periodontitis
[25]. These findings suggest that BRINP3 is related to inflammatory conditions,
however the protein regulatory mechanism and gene expression remain poorly
described in the literature. [19,25].

There are no studies investigating the association of polymorphisms in the
BRINP3 gene with TMD. Therefore, the hypothesis of this work is that
biopsychosocial and clinical factors and the rs1342913 polymorphism of the
BRINP3 gene are associated with TMD.
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2. Objective

The aim of this study was to investigate the association between biopsychosocial
and clinical factors and the rs1342913 polymorphism in the BRINP3 gene with
TMD.
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3. Material and Methods
Patients’ selection

The study was characterized as an observational case-control. The sample
consisted of 226 female patients, aged between 18 and 73 years, recruited at the
Dental Clinic of the Pontifical Catholic University of Parana (PUCPR) and at the
outpatient clinic of the Hospital Universitario Evangélico de Curitiba. For the
analysis of biopsychosocial, clinical and genetic factors, the sample was divided
into two groups. The case group consisted of 95 patients diagnosed with TMD
(displacement of the articular disc with or without reduction and arthralgia) and the

control group consisted of 131 patients without TMD.

The participants signed an informed consent form (ICF) prior to data
collection. The project was approved by the Research Ethics Committee of PUCPR,

under protocol number 1,863,521.

Patients who presented situations that could compromise the
immunoinflammatory response, such as: chronic use of anti-inflammatory drugs,
diabetes, hepatitis, human immunodeficiency virus (HIV) infection, chemotherapy,
malignant disease, autoimmune disease, pregnancy or lactation, previous TMJ

surgery and presence of myofascial pain without arthralgia.

This study did not include patients who presented situations that compromise
the immunoinflammatory response, such as: chronic use of anti-inflammatory
drugs, diabetes, hepatitis, infection with the human immunodeficiency virus (HIV),
chemotherapy, malignant disease, autoimmune disease, pregnancy or lactation,

surgery previous TMJ, presence of facial muscle pain without TMJ arthralgia.

TMD diagnosis

TMD diagnosis was performed using a self-assessment tool, based on the
Research Diagnostic Criteria for Temporomandibular Disorders (RDC/TMD) [26].
The test assesses clinical and psychosocial aspects for the diagnosis of TMD.
Patients answered a self-assessment questionnaire. For clinical examination, two

experienced researchers (ADD) and (ILPB), after being calibrated by the Kappa
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test (inter-examiner coefficient 9.5, intra-examiner 9.6), palpated the masseter,
temporal and TMJ muscles.

Biopsychosocial factors

Data such as age, ethnicity and smoking were collected from information available

in the patients' dental records.
Depression scale

To assess depression, the Patient Health Questionnaire 9 (PHQ-9) [27] was used.
The questionnaire consists of ten questions that assess depression. The maximum
test score is 27 scores, with a summation score scale for interpretation between
different levels of depression: mild (5 to 9), moderate (10 to 14), moderate-severe
(15 to 19) and severe (20 to 27).

Anxiety scale

To assess anxiety, the Generalized Anxiety Disorder 7 (GAD-7) test was used [28].
The test comprises seven items that assess the patient's anxious behavior, with a
maximum score of 21 scores. The scale levels range from: no anxiety (0 to 4), mild
(5 to 9), moderate (10 to 14) and severe (15 to 21) anxiety.

DNA collection and purification

DNA was obtained from oral epithelial cells collected by rinsing with a 3% glucose
solution for 1 minute, followed by scraping the oral mucosa [29]. The solution was
shaken vigorously and immediately stored in refrigerated tubes. Oral epithelial cells
were pelleted by centrifugation at 706 g for 10 minutes. The supernatant was
discarded and the cell pellet resuspended in 1300 pl extraction buffer [LO mM Tris-
HCI (pH 7.8), 5 mM EDTA, 0.5% SDS]. 10 pl of proteinase K (20 mg/ml) was added
to the solution, left overnight at 65°C. DNA was purified by addition of 10 M
ammonium acetate, precipitated with isopropanol and resuspended with 50 pl of
extraction solution [10 mM Tris (pH 7.6) and 1 mM EDTA] [30].
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Selection and genotyping of the BRINP3 gene tagSNP

The BRINP3 gene SNP Tag selection was performed using information available
on the SNP Info Web Server (www.snpinfo.niehs.nih.gov/snpinfo/snptag.html) in
2019. The selection criteria for the markers were: minimum allele frequency (FAM)
of 25%, CEU population (Utah residents of northern and western European
ancestry), and linkage disequilibrium (DL) = 80% (r2=0.8). Following these criteria,
the tagSNP rs1342913 was selected, allowing the coverage of approximately 50%
of the BRINP3 gene, being in high DL with another 67 markers.

The tagSNP rs1342913 was genotyped by the Real Time Polymerase Chain
Reaction (PCR) Technique (Applied Biosystems 7500 Real Time PCR System;
Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), using the TagMan™ Genotyping Max
Mister technology (Applied Biosystems). The negative control was used in all

genotyping performed.

Statistical analysis

Statistical analyzes were performed using SPSS software, version 23.0, and Hardy-

Weinberg equilibrium was obtained using Haploview 4.1.

Qualitative variables were analyzed using Pearson's chi-square test and
expressed as frequency and percentage. Quantitative variables were analyzed

using Student's t test and described as mean and standard deviation.

For genotypic analysis in dominant and recessive models, Pearson's chi-
square test was used. The additive model was evaluated by binary logistic

regression.

Results with a value of p<0.05 were considered statistically significant. Risk
estimates were accessed by calculating the Odds Ratio (OR) with a 95%
confidence interval (CI).
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4. Results

The result of the analysis of biopsychosocial factors showed a mean age of 31.48

(x11.52) years for the case group, and 37.57 (x15.57) years for the control group

(p=0.002). The variables ethnicity and smoking did not present a statistically

significant difference between the case and control groups.

The biopsychosocial variable depression showed a statistically significant

difference between the groups (p=0.007). The level of severe depression was

observed in 52.6% in the case group, versus 34.4% in the control group. No

association was found between TMD and anxiety (p=0.084). More details are

described in table 1.

Table 1. Result of the univariate analysis of biopsychosocial and clinical factors for

the case (n=95) and control (n=131) groups.

Control (n = 131) Case (n = 95) va?ue OR (CI 95%)
Age” 37,57 + 15,57 31,48 £ 11,52 0,002* -
Ethnicity”
Caucasian 88 (67,2) 66 (69,5) 0.714+ 1,112
No Caucasian 43 (32,8) 29 (30,5) ’ (0,630-1,964)
Smoking”
Smokers 10 (7,8) 11 (11,6) 0.331% 0,642
Non-smokers 119 (92,2) 84 (88,4) ’ (0,261-1,580)
Depression”™
No depression 3(2,3) 0 (0,0)
Mild 20 (15,3) 5(5,3) 0,007+ ]
Moderate 63 (48,0) 40 (42,1)
Severe 45 (34,4) 50 (52,6)
Anxiety”
No anxiety 12 (9,1) 2(2,2)
Mild 14 (10,7) 8 (8,4)
0,084** -
Moderate 47 (35,9) 31 (32,6)
Severe 58 (44,3) 54 (56,8)

* Student's T Test

**Pearson's Chi-Square Test
“Value of n may differ from the total n of the groups, due to the omission of the answers in

guestion
OR: Odds Ratio
Cl: Confidence interval
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Genetic analysis

The distribution of BRINP3 gene genotypes is in Hardy-Weinberg equilibrium for
the control group. The tagSNP rs1342913 is not associated with TMD in any of the
studied genetic models p> 0.05 (Table 2).

Table 2. Results of the univariate analysis of the tagSNP rs1342913 of the BRINP3
gene for the additive, dominant and recessive models between the case (h=95) and
control (n=131) groups.

tagSNP Genetic . Grups-n (%) p o
Gene dbSNP2 model Genotypes Case Control _ value OR (CI 95%)
BRINP3 rs1342913 Additive 1,381 (0,638
AA 34 (38,2) 40 (32,3) -2,991)
0,651%

0,947 (0,520-
AG 39 (43,3) 58 (46,8) 0,413t 22(98)

GG 17 (18,0) 26 (21,0) 0,815%

Dominant A AAHAG 73 (82,0) 98 (79,0) 0 580+ 1,21204(36()506-

GG 16 (18,0) 26 (21,0)

RecessVe A AG+GG 55 (61,8) 84 (67,7) 0,369* 0’77103(52")136'

AA 34 (38,2) 40 (32,3)

aSNP identifier based on NCBI dbSNP

&The A allele is the most frequent in the case group
* Binary logistic regression

*Pearson's chi-square test

OR: Odds Ratio

Cl: Confidence Interval

Value of n, due to unamplified samples
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Sample power

The power of the sample was 86% considering the frequency of the rarest allele of
42% (Table 3).

Table 3. Sample power calculation, using the Genetic Power Calculator tool [29],
establishing as parameters: 30% TMD prevalence, 2.0 effect size to load a copy of
the risk allele and 4.0 to load two copies of the risk allele, D'=1, rare allele frequency
of 42%, case-control ratio of 1.5 and significance level of 5%.

rs1342913
Frequéncia do alelo Poder n casos para 80% de poder
0,05 0,07 3267
0,1 0,29 378
0,2 0,86 80
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5. Discussion

This is the first work to investigate the BRINP3 gene as a potential
candidate gene associated with TMD. In this cross-sectional study with women, we
hypothesized that genetic polymorphism in the BRINP3 gene could be associated
with clinical signs and symptoms of TMD. The association of younger age and
depression with TMD was observed. On the other hand, our hypothesis that the
BRINP3 gene (rs1342913) could be involved in the etiology of TMD was not

confirmed in the sample studied.

A lower mean age was observed in the case group. The literature shows a
higher prevalence of TMD in young women between 20 and 40 years of age [32].
An epidemiological study found a prevalence of TMD in young women, aged

between 21 and 30 years, reinforcing the public as the most affected [33].

TMD is a disease in which several cytokines and immunoregulatory
mechanisms are involved [16]. It is characterized by symptoms often accompanied
by pain, inflammation, clicking and limited jaw movements [34,35]. This condition is
difficult to diagnose and among the risk factors are stress, anxiety and depression
[36]. The influence of genetic factors on the etiopathogenesis of TMD has also been
discussed worldwide over the years [14].

Different studies point to depression as a risk factor for TMD [36, 37,38,39].
The results found evidence the importance of relating TMD to the biopsychosocial
factors involved. The diagnosis of depression was based on the PHQ-9 instrument,
a test with good sensitivity, specificity and reliability. Furthermore, this instrument
has been validated in different languages and various populations [27, 28, 40, 41].
Our results showed the association of depression with TMD in the univariate
analysis. Thus, depression was observed as a risk factor for TMJ dysfunction in
young women, corroborating the literature that describes this biopsychosocial

condition as a predisposing factor. [35,40,41].

Anxiety has been considered another risk factor for TMD [37,38,39].
Factors such as stress and anxiety are directly related to parafunctional habits, and

can play a significant role in increasing muscle hyperactivity, overloading the TMJ,
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and even causing muscle damage [42]. In our study, there was no statistically
significant difference between anxiety and the population studied.

Among the factors related to the development of TMD, the role of the
genetic component has been discussed. Different genes were associated with TMD
[15,16, 43], including the 102T-C polymorphism of the HTR2A gene, in a study
showing changes in the serotonergic system, also associated with dysfunction [16].
Furthermore, polymorphisms in the COMT gene, involved in enzymatic alterations
of catecholamines (endorphin, dopamine and noradrenaline), have been described
in the literature associated with TMD [44].

In our study, the candidate gene was the BRINP3 gene, expressed in
vascular smooth muscle cells, myoblastic cells, in the nervous system and in cancer
cells. However, its mechanism of action is poorly described in the literature and
needs to be elucidated for a better understanding of its exact function [45]. It is
located on the long arm of chromosome 1, in the intron region, and encodes the
BRINP3 protein [18, 20].

BRINP3 is a protein that participates in the immunoinflammatory response,
involved in cell proliferation, migration and apoptosis [19, 20]. Located in cellular
mitochondria, its overexpression leads to increased cell proliferation and migration
[19]. Mitochondria are involved in metabolism and are important in the immune
system [19, 46]. A study with patients who presented articular disc displacement in
the TMJ showed that cell apoptosis occurred partially through the mitochondrial
pathway. In addition, other studies involving lumbar and TMJ herniated discs
showed an association between disc degeneration and cellular apoptosis.
[20,47,48,49]

Polymorphisms in the BRINP3 gene have been associated with increased
vascular inflammation [45] and myocardial infarction [50]. Furthermore, studies
showed that the rs1342913 polymorphism was associated with bone healing [23],
peri-implantitis [24] and aggressive periodontitis [25]. In our genetic analysis,
BRINP3 gene rs1342913 showed no association with TMD. Even with a modest

sample for a genetic study, the statistical power of the sample was 86%.
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A genetic approach that uses SNPs in high linkage disequilibrium (DL)
allows the genotyping of all polymorphisms present in a given gene not to be
necessary, but only of “target” SNPs (tagSNPs), which capture all the information
of the gene in terms of variability. This strategy makes it possible to investigate
fewer SNPs, reducing costs and genotyping time. In this study, it is important to
note that the rs1342913 polymorphism captures information from another 67
tagSNPs and covers about 50% of the BRINP3 gene structure.

A limitation of this study is the choice of the CEU population, specific to the
population of European descent. However, despite our country having a great
miscegenation, it is known that the chosen population represents the southern
region of Brazil and its immigrants. Furthermore, the replication of this study in other
populations is mandatory to elucidate the involvement of this gene in the control of
TMD etiopathogenesis. Another limiting factor is the variability of biopsychosocial
disorders such as anxiety, which used a specific instrument to assess a type of
anxiety disorder (GAD-7 scale). However, it is important to highlight that the
assessed generalized anxiety is one of the most common disorders in clinical

practice. [28]

As it is a complex condition with a great impact on public health, it is
extremely important to determine the clinical and biopsychosocial factors
associated with this condition. In this context, further studies are needed including
other polymorphisms of the BRINP3 gene, as well as other genes of the individual's
immunoinflammatory response, for the complete elucidation of genetic factors

associated with the risk of TMDs.
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6. Conclusion

The lowest mean age and the biopsychosocial factor depression were
associated with TMD. Ethnicity, smoking and anxiety factors were not associated
with TMD.

In the population studied, the association of polymorphism in the BRINP3
gene (rs1342913) with TMD was not found.
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disfungao da articulag@o temporomandibular.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Os possiveis riscos deste estudo incluem: diagnéstico de alteragdes psicologicas como causa da disfuncgéo
de articulagao temporomandibular, além de constrangimento para responder o questionario. Caso
identificada alguma alteragdo psicologica ou clinica, medidas serdo tomadas
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para sua redugéo, tais como encaminhar para a equipe que trate tal condigcdo.

Beneficios:

mo

Este estudo podera trazer os seguintes beneficios para os participantes: identificagdo de causas da
disfungéo de articulagéo temporomandibular, podendo direcionar o tratamento de acordo com os resultados.

Comentarios e ConsideragGes sobre a Pesquisa:

Projeto de pesquisa relevante, metodologicamente adequado.

Consideracoes sobre os Termos de apresentacdo obrigatoria:

TCLE claro, objetivo, preserva o sujeito de pesquisa.

TCUD claro e objetivo com periodo bem definidos de consulta aos prontuarios

Recomendacdes:
Nenhuma

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:

Projeto aprovado.

Consideracoes Finais a critério do CEP:

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

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informagées 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

07:19:18 | doetzer

Declaragéo de Termo_Compromisso_Utilizacao_Dados| 03/03/2016 |andrea duarte Aceito
Manuseio Material | .pdf 16:46:42 |doetzer

Biolégico /

Biorepositério /

Bigbanco

Projeto Detalhado / |PROJETO_CONEP_DTM.pdf 03/03/2016 |andrea duarte Aceito
Brochura 16:45:57 |doetzer

Investigador

TCLE / Termos de |TERMO_DE_CONSENTIMENTO_LIVR | 03/03/2016 |andrea duarte Aceito
Assentimento / E_ESCLARECIDO.pdf 16:42:49 |doetzer

Justificativa de

Auséncia

Situacao do Parecer:
Aprovado
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Termo de consentimento Livre e Esclarecido

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

Vocé estd 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 associacdo de alteracdes em vias inflamatéria e hormonal através de
analise clinica, soroldgica, imuno-histoquimica, protedmica e genética em pacientes com e sem
disfuncdo da articulacdo 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 o0s seguintes desconfortos ou riscos como
diagndstico de alteragdes psicoldgicas como causa da DTM. Dos quais medidas serdo tomadas
para sua reducéo, tais como encaminhar para a equipe que trate tal condigéo.

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
exposi¢do dos dados de pesquisa.

AUTONOMIA

E assegurada a assisténcia durante toda pesquisa, bem como me é garantido o livre acesso a todas
as informacdes e esclarecimentos adicionais sobre o estudo e suas consequéncias, enfim, tudo o
que eu queira saber antes, durante e depois da minha participacdo. Também fui informado de que
p0sSso 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.

RESSARCIMENTO E INDENIZACAO
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No entanto, caso eu tenha qualquer despesa decorrente da participagcdo 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 séo 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 voceé achar que a pesquisa ndo esta 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 0 objetivo do ja referido estudo, manifesto meu livre consentimento em participar, estando
totalmente ciente de que ndo ha nenhum valor econdmico, a receber ou a pagar, por minha
participacao.

Dados do participante da pesquisa

MNome:

Telefonea:

e-mail:

Local. de de

Assinatura do participante da pesquisa Assinatura do Pesquisador

USO DE IMAGEM

Autonizo o uso de nmunha imagem para fins da pesquisa, sendo seu uso restrito a fins de
publicacdo em area de pesqguisa ou didatico.

Assinatura do participante da pesquisa Assinatura do Pesquisadon
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