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Gaio DC. Estudo da associacdo entre polimorfismos genéticos no gene Melatonin
receptor type 1A (MTNR1A) e bruxismo do sono. Curitiba: Universidade Positivo; 2021.

RESUMO

Introducdo: Bruxismo é caracterizado pela atividade dos musculos da mastigacdo que
pode acontecer durante o sono (Bruxismo do Sono, BS) e/ou durante a vigilia
(Bruxismo da Vigilia, BV). Sua etiologia é multifatorial, tendo a participacéo de fatores
fisiologicos e psicossociais, além de fatores externos, mas estudos apontam que o
background genético do individuo parece ter um papel importante para a evolucao desta
condicdo. No que diz respeito ao fator genético, varios genes vem sendo associados ao
Bruxismo e outros genes, apesar de nao terem sido investigados, merecem atencdo. Um
desses genes € o gene que codifica o Receptor de Melatonina denominado Melatonin
receptor type 1A (MTNR1A). Objetivo: investigar a associacdo entre o gene MTNR1A
com BS em uma populacdo adulta. Materiais e Método: Foram incluidos neste estudo
48 individuos que foram examinados seguindo as recomendacdes propostas pela
American Academy of Sleep Medicine (AASM) e pelo RDC/TMD (Research Diagnostic
Criteria for Temporomandibular Disorders). Todos responderam ao questionario para
avaliacdo de Bruxismo e realizaram o exame de Polissonografia. Amostras de DNA
foram coletadas e trés polimorfismos de nucleotideos Unicos (SNPs) no gene MTNR1A
(rs13140012, rs6553010 e rs6847693) foram selecionados e genotipados por meio da
técnica de PCR em tempo real. Os dados foram analisados nos programas Epi Info 3.5.7
e Stata (StataCorp, College Station, TX, EUA, versdo 11) considerando os modelos
alélico, genotipico, dominante ou recessivo. O programa PLINK 1.07
(https://zzz.bwh.harvard.edu/plink/index.shtml) foi usado para analise de hapl6tipos. O
equilibrio de Hardy-Weinberg foi avaliado por meio do teste do qui-quadrado para cada

polimorfismo incluido neste estudo. O nivel de significancia estatistica foi estabelecido



em 95% (p <0,05). Resultados: 48 individuos (27 homens e 21 mulheres, com idade
entre 21 e 80 anos) foram incluidos no estudo. 17 individuos diagnosticados com BS
(11 homens e 6 mulheres) foram incluidos no grupo afetado. Outros 31 individuos (16
homens e 15 mulheres) receberam diagndstico de ndo bruxistas e foram incluidos no
grupo ndo afetado. Em relacdo aos polimorfismos genéticos, todos estavam em
equilibrio de Hardy-Weinberg, e o qui-quadrado para rs6553010, rs13140012 e
rs6847693 foram 2,2, 0,67 e 2,12, respectivamente. Nao foram encontradas associa¢oes
entre BS e os SNPs estudados tanto no modelo genotipico quanto nos modelos alélico,
dominante e recessivo (p> 0,05). A analise genética por Haplo6tipo também néo revelou
nenhuma associacao entre 0s SNPs e BS (p> 0,05). Conclusédo: Uma vez que 0s exames
utilizados para o diagnostico de BS sdo exames clinicos e laboratoriais padrdo ouro, 0s
resultados obtidos sugerem que ndo ha envolvimento do gene MTNR1A na etiologia do

BS na populacéo estudada.

Palavras-chave: bruxismo, bruxismo do sono, genética, polimorfismos genéticos.



Gaio DC. Study of the association between genetic polymorphisms in the Melatonin
receptor type 1A gene (MTNR1A) and sleep bruxism. Curitiba: Positivo University;
2021.

ABSTRACT

Introduction: Bruxism is characterized by the activity of the masticatory muscles that
can happen during sleep (Sleep Bruxism, SB) and / or during wakefulness (Awake
Bruxism, AB). Its etiology is multifactorial, with the participation of several
physiological and psychosocial factors, in addition to external factors, but studies
indicate that the genetic background of the individual seems to have an important role in
the evolution of this condition. Regarding the genetic factor, several genes have been
associated with Bruxism and other genes, although they have not been investigated,
deserve attention. One such gene is the gene encoding the Melatonin Receptor called
melatonin receptor type 1A (MTNR1A). Objective: investigate the association between
the MTNR1A gene and SB in an adult population. Materials and Method: A total of
48 adults of both sexes were submitted to clinical examination by the RDC/TMD
(Research Diagnostic Criteria for Temporomandibular Disorders) following the
recommendations proposed by the American Academy of Sleep Medicine (AASM).
Questionnaire for assessing Bruxism and Polysomnography exam were performed in all
individuals. DNA samples were collected and three SNPs in the MTNR1A gene
(rs13140012, rs6553010 and rs6847693) were selected and genotyped using the real-
time PCR technique. Data were analyzed using the Epi Info 3.5.7 and Stata programs
(StataCorp, College Station, TX, USA, version 11) considering the allelic, genotypic,
dominant or recessive models. PLINK 1.07
(https://zzz.bwh.harvard.edu/plink/index.shtml) program was wused for haplotype
analysis. The Hardy-Weinberg balance was assessed using the chi-square test for each

polymorphism included in this study. The level of statistical significance was set at 95%
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(p <0.05). Results: 48 individuals (27 men and 21 women, aged between 21 and 80
years) were included in the study. 17 individuals diagnosed with SB (11 men and 6
women) were included in the affected group. Another 31 individuals (16 men and 15
women) were diagnosed no bruxism and were included in the unaffected group.
Regarding genetic polymorphisms, all were in Hardy-Weinberg equilibrium, and the
chi-square for rs6553010, rs13140012 and rs6847693 were 2.2, 0.67 and 2.12,
respectively. No associations were found between SB and the SNPs studied both in the
genotypic model and in the allelic, dominant and recessive models (p> 0.05). Haplotype
genetic analysis also did not reveal any association between SNPs and SB (p> 0.05).
Conclusion: Since the tests used for the diagnosis of SB are gold standard clinical and
laboratory tests, the obtained results are suggestive that there is no involvement of the

MTNR1A gene in the etiology of SB in the studied population.

Keywords: bruxism, sleep bruxism, genetics, genetic polymorphisms.

Xii



SUMARIO

1. INTRODUCAO

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Bruxismo

2.2 Diagndstico

2.3 Etiologia

2.4 Fatores genéticos do bruxismo
2.4.1 Melatonina
2.4.2 Receptor do gene da Melatonina Tipo 1A (MTNR1A)
2.4.3 Polimorfismos em MTNR1A

3. PROPOSICAO

4. MANUSCRITO

5. CONSIDERACOES FINAIS

6. REFERENCIAS

7. APENDICE

8. ANEXO

Xiii

01
04
04
08
10
11
15
18
20
21
22
42
43
53
74



1. INTRODUCAO

O conceito mais atual de Bruxismo (BRX) é dado pelo Consenso Internacional do
Bruxismo de 2018 que o divide em Bruxismo do Sono (BS), caracterizado por uma atividade
dos musculos da mastigacdo que pode ser ritmica (fasica) ou ndo-ritmica (tbnica); e o
Bruxismo na Vigilia (BV), onde existe uma atividade dos musculos da mastigacdo
caracterizada por contato dentério repetitivo ou sustentado e/ou contracdo muscular estatica e
dindmica da mandibula sem contato dentério (1). A palavra bruxismo é de origem grega
“brychein” e significa “ranger os dentes” (2). Faulkner (1990) em seu artigo de revisdo de
literatura, menciona a expressao “la bruxomanie” que foi utilizada cientificamente pela
primeira vez no inicio do século XX pela pesquisadora francesa Marie Pietkiewicz para
designar o habito de triturar ou ranger os dentes (3). Desde entdo, a ciéncia busca definir e
entender melhor a fisiopatologia do bruxismo.

O BS e 0 BV néo podem ser considerados distarbios em individuos saudaveis, mas
sim um fator de risco e/ou protetor para determinadas condi¢des clinicas, devendo ser
cuidadosamente estudados durante a avaliacdo do individuo, uma vez que podem evidenciar
outros agravos a salde com consequéncias mais sérias (1). Podem estar associados a sintomas
diversos tais como distarbios do sono, estresse, ansiedade e, até mesmo com o uso de drogas
ilicitas (4).

Sob o ponto de visto odontolégico, o0 BRX deve ser considerado um importante
problema de saude bucal e deve ser minuciosamente investigado e tratado, uma vez que pode
ocasionar mudancas significativas no sistema estomatognatico afetando decisivamente a
qualidade de vida do individuo (5).

A prevaléncia do BRX varia amplamente de acordo com as faixas etarias. Na
populacdo adulta estima-se que a prevaléncia de BS varie entre 1 e 15% enquanto o BV varia
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entre 22 e 30%. Em criangas e adolescentes, a variacdo da prevaléncia para o BS é ainda
maior, de 3 & 49% (6) (7) e, até 0 momento, ndo existem dados a respeito da prevaléncia de
BV nesta populagdo. A ampla variacdo constatada no BS em criancas e adolescentes pode
estar associada ao perfil do cronétipo do individuo, isto €, matutino ou vespertino (7) ou
também devido as diferentes metodologias de diagnostico do BRX (8). Outros estudos
revelam que a baixa especificidade para o diagndstico de bruxismo nessa populacdo deixa a
desejar com relacédo a validade dos achados (9).

Apesar das evidéncias apontarem para uma etiologia multifatorial, incluindo fumo,
alcool, doencas, trauma, insdnia, ansiedade, depressdo, estresse e outros fatores ambientais
(4), hd um consenso entre pesquisadores de que 0 bruxismo € mediado por neurotrasmissores
que atuam no Sistema Nervoso Central (SNC) (10,11,12). A evolucdo da etiologia do BRX
aponta para, alem da atuacdo de neurotransmissores, também para a influéncia do ritmo
circadiano e da geneética de cada individuo entretanto, esta Gltima ainda é pouco estudada
(13). Desta forma, o background genético do individuo passou a ser considerado como um
fator que pode contribuir para a evolugdo desta condicdo, (14) uma vez que varios estudos
apontam que polimorfismos de nucleotideo unico (SNPs) estdo associados com o bruxismo
(15,16,17,18). Entre os inimeros genes ja estudados estdo 0s genes receptores da serotonina
(15,17,19,20) e genes que atuam nas vias dopaminérgicas (21,16,22).

Outro gene que merece ser investigado é o gene Melatonin Receptor Type 1A
(MTNR1A), gene este que codifica a expressdo da melatonina (MLT). Sabendo que a
Melatonina € sintetizada a partir da serotonina (23) e que € capaz de realizar inimeras
funcdes tais como regulacdo do sono e modulagdo dos ritmos circadianos (24), € possivel que
exista algum tipo de associacdo entre a expressao deste gene e BRX, visto que ja é bem clara

a relacdo do mesmo no controle do ciclo circadiano (13).



Diante da relevancia do tema e da escassez de estudos genéticos de polimorfismos de
nucleotideos simples existentes, esta pesquisa pretende entender melhor a participacdo do
componente genético na etiologia desta condi¢do, possibilitando uma abordagem preventiva e

possibilidades de controle mais eficazes.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Bruxismo

A referéncia ao bruxismo remonta a antiguidade. Diversos textos biblicos utilizam
a citacdo “haverd choro e ranger de dentes” para expressar desespero, sofrimento e ddio
(25). Segundo Dorland’s Illustrated Medical Dictionary, o bruxismo originou-se da palavra
grega “brychein”, cujo significado literal é “ranger 0s dentes” (2). No inicio do século XX,
Marie Pietkiewicz utilizou a expressdo “la bruxomanie” para designar o habito de triturar ou
ranger os dentes (3). Nesta mesma época o “British Journal of Dental Science”, de 1902,
sugeriu que BRX era causado por fatores ambientais e que havia associagdo entre ranger de
dentes e causas hereditarias (3). Ao longo dos tempos o termo sofreu modificacbes com
relacdo aos significados e conceitos, tais como “neurose oclusal”, “neuralgia traumatica” e
“ranger os dentes”. Foi definido como o ato de ranger os dentes sem propositos funcionais,
que ocorre involuntariamente, com movimentos ritmicos ou espasmadicos, geralmente
durante o sono (2). O conceito mais atual desta condicdo considera duas definicbes bem
distintas: Bruxismo do Sono (BS) e o Bruxismo em Vigilia (BV). O BS ¢é caracterizado por
uma atividade dos musculos da mastigacdo que pode ser ritmica (fasica) ou nao-ritmica
(tbnica) e no BV existe uma atividade dos muculos da mastigacdo caracterizada por contato
dentario repetitivo ou sustentado e/ou contracdo muscular estatica e dinamica sem contato
dentario. (1).

A metodologia adotada para classificar o bruxismo passou por algumas mudancas ao
longo do tempo. BRX ja foi classificado de acordo com o grau de severidade em moderado,
severo e extremo; de acordo com a relagdo céntrica (céntrico ou excéntrico) e de acordo com o
tempo de duracdo (a. crénico, b. agudo, c. subagudo, noturno ou diurno (8). Alguns autores

divergem das metodologias de classificagdo propostas acima e defendem a necessidade de



incluir um sistema classificatorio mais simples, de acordo com a causa, podendo ser primario
(comportamento inofensivo, fator de risco ou fator protetor) ou secundario (relacionado a
alguma desordem ou doenca) (26). Outros estudos defendem que o bruxismo primario ndo tem
uma causa médica clara, mas sim uma relacdo de desequilibrio entre neurotransmissores que
atuam no sistema nervoso central (SNC) e que traz consigo alguma influéncia genética.
Enguanto o bruxismo secundario € causado por comorbidades existentes que promovem
alguma alteracdo clinica devido ao uso continuo de medicamentos, consumo excessivo de
cafeina, tabaco, alcool ou até mesmo drogas ilicitas; ou devido a questBes neuroldgicas, tais
como Mal de Parkinson, Sindrome de Rett, doenca de Huntington; ou ainda devido a
disturbios psiquiatricos, distdrbios do sono; ou por fim o resultado da combinagdo desses
fatores (27,28).

De acordo com Lobbezoo et al. (2018) o diagnostico do BS e BV pode ser realizado
através do seguinte sistema classificatorio: i. Possivel - baseado somente no autorrelato
positivo; ii. Provavel - baseado na avaliacdo clinica positiva, com ou sem autorrelato positivo
e iii. Definitivo - baseado em um instrumento de avaliacdo (eletromiografia / polissonografia
para BS e eletromiografia / aplicativos para BV), com ou sem autorrelato e / ou resultado
positivo para avaliacdo clinica.

Ainda, o bruxismo pode ser classificado de acordo com as consequéncias clinicas
como: um comportamento inofensivo; um fator de risco (quando esta associado a um ou mais
resultados negativos para a saude); e como fator protetor (quando esta associado a um ou
mais resultados positivos para a saude (1). As principais caracteristicas e diferencas entre BS

e BV sdo mostradas na tabela 1.



Quadro 1 - Caracteristicas e diferengas entre bruxismo do sono BS e bruxismo na vigilia BV

BS

BV

Atividade muscular mastigatdria ritmica €|

Atividade muscular mastigatéria com

. ndo ritmica. contato dentario repetitivo ou sustentado
Conceito ~ o
e/ou contragdo muscular estdtica ¢
dindmica sem contato dentario.
Em criancas e adolescentes: 3 — 49% Em criangas e adolescentes: ndo existem
~ . | Emadultos: 1% - 15% dados
Prevaléncia

Em adultos: 22% - 30%

Possivel: baseado somente no autorrelato
positivo.

Provavel: baseado na avaliacdo clinica

Possivel: baseado  somente
autorrelato positivo.

Provavel: baseado na avaliacdo clinica

no

Classificacdg positiva, com ou sem autorrelato positivo. positiva, com ou sem autorrelato
L, Definitivo: baseado em um instrumento de | positivo.
Diagnostica P . . A .
avaliacdo (polissonografia), com ou sem | Definitivo: baseado em um instrumento de
autorrelato e / ou resultado positivo para | avaliagdo  (eletromiografia e  ou
avaliacdo clinica aplicativos), com ou sem autorrelato e / ou
resultado positivo para avaliacdo clinica
Fatores  biopsicossociais  (fisioldgicos, Fatores biopsicossociais  (fisiologicos,
Etiologia psicpl_égicos, ambientais) e  fatores psicp!égicos, ambientais) e fatores
genéticos. genéticos.

Fonte: (Lobbezoo e Naeije, 2001; Lavigne et al., 2008; Rintakoski et al., 2012; Lobbezoo et al., 2018)

Fisiologicamente o BS é explicado através de uma sequéncia de eventos que ocorrem
no Sistema Nervoso Autdnomo (figura 1). Em um primeiro momento ocorre 0 aumento da
atividade parassimpatica e diminuicdo da atividade simpatica, seguido do aumento das ondas
cerebrais o (alfa) com micro despertares, tendo como consequéncia a taquicardia e 0 aumento

do ténus muscular dos musculos supra-hidides, culminando com a atividade ritmica da

musculatura mastigatéria (ARMM) e consequente ranger de dentes (29).

O BV parece estar associado a perturbacdes psicopatoldgicas e fatores psicossociais.

Existe uma atividade muscular caracterizada por contato dentario repetitivo ou sustentado

e/ou contracdo muscular estatica e dinamica sem contato dentario (13,30,1).
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Figura 1 - Gréafico explicativo com os eventos fisiol6gicos do bruxismo do sono (adaptado de
Kato, 2001).

A prevaléncia de bruxismo esta crescendo no mundo todo, sendo que o BV aumenta
significativamente as probabilidades do BS e vice-versa (31). Varia amplamente de acordo
com as faixas etarias, sendo um importante problema de satde bucal (5). Na populacao adulta
estima-se que a prevaléncia de BS varie entre 1 e 15% enquanto o BV é de 22 a 30%. Em
criancas e adolescentes, foi encontrado um percentual que varia entre 3 e 49% para o0 BS (6) e
ndo existem dados a respeito da prevaléncia de BV nesta populacéo.

Estudos relacionando a prevaléncia de BS e populacéo infantil no Brasil mostram uma
variacao entre 15,3% e 35,3% (32). A alta variabilidade da porcentagem do bruxismo infantil
revela a dificuldade em suportar as estimativas de prevaléncia, principalmente devido a baixa
especificidade para diagnostico nesta populacdo (9). O perfil do cronétipo do individuo, isto
é, matutino ou vespertino, também pode estar associado na variacdo da prevaléncia, pois a
realizacdo de tarefas ndo compativeis com o crono6tipo pode gerar estresse, sendo um fator
contribuinte para o bruxismo (7). Sugere-se que adultos jovens com o crondtipo vespertino

sdo mais propensos a desenvolver BV (33); enquanto criangas pequenas com crondtipo
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vespertino tem uma tendéncia maior de desenvolver BS (34). Importante ressaltar que 0s
estudos realizados até 0 momento mostram um declinio com a idade e falta de diferencas de

género na prevaléncia do bruxismo do sono (9).

2.2. Diagnostico

Estabelecer um conceito de ponto de corte para o diagndstico do BS e BV como fator
de risco para a saude bucal ainda é um desafio, uma vez que a parcela da populacdo bruxista
que faz testes padrdo ouro para diagndstico ainda € bastante pequena (35). O exame padrdo
ouro para diagnostico de BS €é a Polissonografia (PSG) (36), entretanto existem as
dificuldades inerentes ao exame em si, tais como o fato de o individuo dormir em local
estranho a ele durante a realizagdo do exame ou o0 elevado custo do mesmo (37).

Em contrapartida, novos métodos de diagnostico para BS que se utilizam de
questionarios, avaliagdes clinicas e dispositivos estdo sendo testados e parecem ser
promissores, mas 0 baixo nivel de evidéncia pede cautela no uso desses instrumentos de
avaliacdo (38). Um exemplo é o dispositivo “Bruxoff”’, no qual consiste em um aparelho
portatil com eletrodos instalados nos musculos masseteres e outro eletrodo para medir a
frequéncia cardiaca, usado por duas noites consecutivas com no minimo 4 horas de sono por
noite. Os primeiros testes revelaram uma precisdo significativa comparada a PSG, porém
ainda requer mais estudos para confirmacdo de um método aceitavel para pesquisas (39,40).

Outro dispositivo testado para avaliar BS foi o GrindCare®, que no estudo de
Stuginski-Barbosa et al. (2016), se mostrou capaz de diagnosticar BS da mesma forma que o
PSG, quando usados por trés ou cinco noites consecutivas. Este dispositivo possui um
conjunto de canal unico de eletrodos colocados na regido do musculo Temporal Anterior com
0 objetivo de monitorar a atividade eletromiografica deste musculo durante o sono. Com

relacdo ao BV, Bracci et al. (2018) desenvolveram um aplicativo (BruxApp®) no qual foi



possivel avaliar a frequéncia de BV em adultos jovens saudaveis em tempo real, ou seja, uma
avaliagdo ecologica momentanea. Este aplicativo consiste em enviar sons de alerta durante o
dia, em horérios aleatorios, onde o individuo responde em tempo real sobre a condicdo de
seus musculos, isto é, se estdo relaxados, se ha contato entre os dentes, ranger de dentes ou se
existe aperto da mandibula sem contato com os dentes. Os resultados desta pesquisa, apesar
de preliminares, sugerem que o aplicativo pode ser utilizado pela populacdo em geral. Esta
seria uma estratégia bem promissora para aprofundar o conhecimento dos aspectos
epidemiolégicos e etioldgicos do BV (43).

Com relacdo a aplicacdo de questionarios e exames clinicos, as pesquisas tem langado
méo principalmente do uso do RDC/TMD - Critérios de Diagnostico de Pesquisa para

Disfungbes Temporomandibulares, (http://www.rdc-tmdinternational.org) ou através da

Classificacdo Internacional das Desordens do Sono (https://aasm.org) (44,45,36,46,41).
Vaérios estudos mostram que desgaste dental, fraturas de restauragcdes, dor na ATM, dores
musculares, dores de cabeca e lesfes periodontais sdao algumas das consequéncias tanto do
BS quanto do BV e devem ser levados em consideracdo no momento do exame clinico
(47,48,49).

Recentemente uma pesquisa deu inicio ao que chamaram de “Ferramenta Padronizada
para a Avaliacdo do Bruxismo - STAB”, onde dividiram em Eixo A (anamnese/questionario;
exame fisico; exame instrumental) e Eixo B (fatores etioldgicos e fatores de risco). Esta
abordagem permitira que clinicos e pesquisadores tenham uma visdo mais abrangente no que
diz respeito as diferentes atividades do BRX e etiologias, bem como tomadas mais assertivas

no cenario clinico (50).


http://www.rdc-tmdinternational.org/
https://aasm.org/

2.3. Etiologia

Muitas pesquisas ja foram conduzidas objetivando estudar, entender e elucidar a
génese do bruxismo. E consenso entre varios autores que a etiologia é multifatorial, tendo a
participacdo de varios fatores fisioldgicos e psicossociais, além de fatores externos (10,15,4).
Especial atencdo aos fatores psicossociais, que podem trazer consequéncias negativas para o
sistema estomatognatico com danos aos dentes e estruturas de suporte que causam dor e
desconforto (13,2). Até bem pouco tempo atras, o papel dos fatores periféricos mecanicistas,
tais como as anomalias dentérias e oclusais, eram considerados os iniciadores e perpetuadores
muito importantes do bruxismo (12,51). Atualmente ndo restam ddvidas de que 0 BRX é uma
condicdo mediada em nivel de Sistema Nervoso Central (10), evidéncias essas que Sao
fortalecidas pelo estudo de Lobbezzo et al. (2012).

Dores e tensdes podem contribuir para a evolugdo do BRX (13,2). Varios fatores
fisiopatologicos associados a distdrbios do sono, uso de alguns medicamentos e drogas
ilicitas, fumo, consumo de alcool e café sdo citados na génese do bruxismo (52,53). Alguns
comportamentos do sono tais como ronco, respiracdo bucal, sialorreia, sono inquieto, posi¢cdo
do estdmago durante o sono e insdnia foram colocados como fatores de risco relacionados ao
bruxismo em criancas (54). Outro artigo ressalta a presenca de problemas respiratorios,
déficit de atencdo, depressao, humor e refluxo gastroesofagico que ocorrem em conjunto com
0 bruxismo do sono em criancas e adolescentes (55). Fatores psicossociais como estresse,
ansiedade e tensdo foram observados em criangas com bruxismo entre 6 e 11 anos, assim
como também foram vistos transtornos psicossociais em adolescentes de 12 a 17 anos (56). O
estudo de Polmann et al. (2019) cita que apesar das controvérsias com relacdo a associacao
de BS e sintomas de ansiedade em adultos, parece sim existir tracos de ansiedade e sintomas
de péanico associados com provavel BS. A associacdo entre BRX e disfuncdo

temporomandibular, principalmente na populacdo infantil, também ja foi evidenciada (6). A
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tabela 1 resume os principais estudos publicados nos altimos anos e que estudaram fatores
envolvidos na génese do bruxismo.

Como foi descrito anteriormente, BRX é uma condi¢do multifatorial, sendo dificil
determinar com certeza o papel de cada um desses fatores na sua evolugdo. Recentemente
pesquisas revelaram que a carga genética do individuo também pode contribuir para a génese
do BRX, sendo assim, uma maior compreensdo do papel dos fatores genéticos pode trazer

beneficios para o diagndstico, manejo e prognostico do BRX (15,17,58, 14,16,18).

2.4. Fatores Genéticos do Bruxismo

Vérias condicdes fisiologicas ou patologicas podem ser explicadas com base na carga
genetica do individuo e com o BRX ndo é diferente. Assim, emergem alguns genes que
podem ser candidatos a serem estudados. O estudo de Rintakoski (2012) concluiu que o0s
fatores genéticos sdo responsaveis em 52% pela variacdo fenotipica do BRX. Como o0 BRX
pode ser exacerbado por situacdes que causem estresse ou alteragdes psicologicas, 0s genes
candidatos para estudar BRX sdo aqueles que podem, de alguma forma, estar associados a
percepcao de sensacdes ou que atuem no SNC (61). Dentre os inimeros genes candidatos que
sdo estudados na etiologia do bruxismo estdo 0s genes receptores da serotonina
(15,16,17,19,20) e genes que atuam nas vias dopaminérgicas (21,14,22). Outros genes
estudados associam 0 BRX as condicdes sistémicas tais como Sindrome de Rett e Sindrome
de Huntington (61,62,63,64,20,65). A tabela 2 mostra os estudos que associam BRX com a

carga genética dos individuos.
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Tabela 1- Principais estudos que apontam fatores etioldgicos para o Bruxismo

Autores, ano

Titulo

| Conclusio

Melo et al., | Bruxism: An umbrella review | Uso de alcool, café, tabaco, psicotropicos, acidez do
2019 of systematic reviews esdfago e fumante passivo estdo associados com
BRX. Além de sinais e sintomas de disfungdo
temporomandibular.
Polmannet | Association between | A literatura é controversa em relagcdo a associacdo
al.,2019 sleep bruxism and anxiety | entre BS e sintomas de ansiedade. No entanto, alguns
symptoms in  adults: A | sintomas especificos como sensibilidade ao estresse,
systematic review expectativa de ansiedade e sintomas de panico
podem estar associados com BS.
Melo et Association between | Medicamentos como  duloxetina,  paroxetina,
al.,2018 psychotropic medications and | venlafaxina, barbitdricos e metilfenidato podem estar
presence of sleep bruxism: A | associados com BS.
systematic review
Guo et What sleep behaviors are | Ronco, respiracdo bucal, sono agitado, baba, posi¢ao
al.,2017 associated with bruxism in | do estbmago durante o sono e falta de sono foram os
children? A systematic review | fatores de risco relacionados ao BRX em criangas.
and meta-analysis
Bertazzo- Association  between  sleep | BS esta associado positivamente com alcool, cafeina
Silveiraetal. | bruxism and alcohol, caffeine, | e tabaco. Com relacéo as drogas, ha necessidade de
,2016 tobacco, and drug abuse: A | mais estudos.
systematic review
Khoury et Sleep Bruxism-Tooth Grinding | Existem fortes argumentos da genética estar
al.,2016 Prevalence, Characteristics and | associada a génese do BRX, além da influéncia da
Familial Aggregation: A Large | insdnia e da dor.
Cross-Sectional ~ Survey and
Polysomnographic Validation
Klasser et Sleep Bruxism Etiology: The | A etiologia do BRX ndo parece estar associada com
al.,2015 Evolution of a Changing | fatores mecéanicos periféricos, tais como alteracdes
Paradigm oclusais.
De Luca Association  between  sleep | Existe uma associacdo significativa entre BS,
Cantoetal., | bruxism and  psychosocial | estresse, ansiedade e tensdo em criancas entre 6 e 11
2015 factors in  children and | anos; e distlrbios psicossociais como ansiedade,
adolescents: A systematic | conduta e distlrbios antissociais em pré-adolescentes
review entre 12 e 17 anos.
Saulue et Comprendre les bruxismes chez | Fatores como distdrbios respiratorios, insénia, déficit
al.,2015 I'enfant et I'adolescent de atencdo, hiperatividade, depressdo, humor e

distdrbio gastroesofagico foram associados com BS.

Lobbezooet | Are bruxism and the bite | Ndo ha evidéncia disponivel de que interferéncias
al., 2012 causally related? oclusais ou fatores relacionados a anatomia orofacial
estejam envolvidas na etiologia do BRX.
Abe et Association of genetic, | Existe uma possivel contribuicdo genética no BS,
al.,2012 psychological and behavioral | principalmente com o sistema serotoninérgico.

factors with sleep bruxism in a
Japanese population

Johansson et | Bruxism and prosthetic | Embora a etiologia do BRX ndo seja muito
al.,2011 treatment: A critical review conhecida, é de comum acordo que é considerada
multifatorial.
Lavigne et Bruxism physiology  and | BV pode estar associado com tic nervoso e estresse,
al.,2008 pathology: An overview for | enquanto o BS é secundario & micro despertares.
clinicians

Lobbezooe | Bruxism is mainly regulated | Fatores ambientais e fatores psicoldgicos estdo
Naeije,2001 | centrally, not peripherally envolvidos na etiologia do BRX, embora seja

regulado pelo Sistema Nervoso Central.

Nota: BRX= bruxismo; BS= bruxismo do sono; BV= bruxismo na vigilia.

12



Como foi mencionado anteriormente, os genes que codificam as proteinas envolvidas
nas vias da serotonina e dopamina sdo 0s mais estudados no que diz respeito a etiologia do
BRX. De fato, ambos controlam uma série de funcGes fisioldgicas e comportamentais
formando uma rede complexa no cérebro (66). Uma dessas funcdes € regular o ritmo do ciclo
circadiano no nosso organismo (67) e manter as fungdes normais no Nosso sistema nervoso
central e periférico, tais como cognic¢do, motivacdo e movimento (61).

Sabendo da relacdo serotonina/sono (67) e sabendo que a Melatonina (MLT) €
sintetizada a partir da Serotonina (23), investigando o gene receptor da MLT talvez seja
possivel vislumbrar um pouco mais desse universo tdo complexo que é o0 BRX, uma vez que
a ciéncia ja comprovou que existe a relagdo entre polimorfismos de nucleotideos Unicos do
gene receptores da serotonina e BRX (15,16,17,19,20). Importante também ressaltar o papel
da MLT na regulagéo do sono atuando diretamente no desencadear do inicio do sono, bem
como na sua duracdo e qualidade (68), e a estreita relacdo do sono com o BS, sendo este
classificado como um distdrbio do movimento relacionado ao sono dentro da Classificacao

Internacional dos Disturbios do Sono (45).
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Tabela 2 - Principais estudos publicados nos Gltimos anos que associaram Bruxismo com a
carga genética dos individuos.

Autores / Ano Gene Sigla Polimorfismos Classificagédo
Estudados do Bruxismo
Dopamine Receptor D2 DRD2 1s6275, rs6276
FKBP Prolyl Isomerase 5 FKBP5 rs1360780; rs3800373
Ankyrin Repeat and Kinase Domain ANKK1 rs1800497 BS/BV
Scariot R, 2019 Containing 1
Catecol-metiltransferase COMT rs6269
Peters S, 2019 Methyl-CpG binding protein 2 MECP2 Xq28 BRX
Rezazadeh A, 2019 Syntaxin Binding Protein 1 STXBP1 NR BV
Scott J, 2019 Special AT-rich sequence-binding SATB2 NR BRX
protein 2
Dopamine Receptor D1 DRD1 rs10063995 BRX
Dopamine Receptor D2 DRD2
Dopamine Receptor D3 DRD3 rs1800497 BS/BV
Oporto G, 2018 Dopamine Receptor D4 DRD4
Dopamine Receptor D5 DRD5 rs6280 BS
Monoaminaoxidase B MAOB rs1800955; rs6283; rs1799836 BRX, BV
Methyl-CpG binding protein 2 MECP2 NR
Potassium Voltage-Gated Channel KCNB1 NR BRX
Subfamily B Member 1
. Forkhead Box G1 FOXG1 NR
Srivastava S, 2018 IQ Motif and Sec7 IQSEC2 NR
Domain ArfGEF 2 Meis Homeobox 2 MEIS2 NR
Transcription Factor 4 TCF4 NR
WD Repeat Domain 45 WDR45 NR
Cruz-Fierro N, 2018 5-hydroxytryptamine receptor 2A HTR2A rs6313 BRX
Hoashi Y, 2017 5-hydroxytryptamine receptor 2A 5-HT2A rs6313 BRX
Huntingtin HTT rs4469
Rodan L, 2016 Methyl-CpG binding protein 2 MECP2 rs8156T BRX
cyclin-dependent kinase-like 5 CDKL5 NR
5-hydroxytryptamine receptor 1A HTR1A rs6295; rs1923884, rs4941573
5-hydroxytryptamine receptor 2A HTR2A rs6313, rs2770304 BRX
Oporto G, 2016 5-hydroxytryptamine receptor 2 HTR2C rs17260565
Solute carrier family 6 member 4 SLC6A4 rs63749047
Methyl-CpG binding protein 2 MECP2 NR
Kruppel Like Factor 7 KLF7 NR
CAMP Responsive Element Binding BRX
Jang D, 2015 Protein 1 CREB1 NR
Unc-80 Homolog, NALCN Channel UNCB80 NR
Complex Subunit
Lantibiotic Synthetase Component C- LANCL1 NR
Like 1
Disintegrin And Metalloproteinase ADAM23 NR
Domain-Containing Protein 23
Microtubule Associated Protein 2 MAP2 NR
Neuropilin 2 NRP2
Solute carrier family 6 member 4 SLC6A4 S5HTTLPR/ STIN2
5-hydroxytryptamine receptor 1A HTR1A rs6295
Abe Y, 2012 5-hydroxytryptamine receptor 2A HTR2A rs6313 e rs1923884
5-hydroxytryptamine receptor 2C HTR2C rs2770304, rs4941573
rs518147, rs17260565, BS
rs498177, rs12838742,
rs6579495, rs2192371
Oporto V, 2012 Solute carrier family 6 member 4 SLC6A4 5-HTTLPR BRX
Fuertes-Gonzales, 2011 Methyl-CpG binding protein 2 MECP2 Xq28 BRX
Chen W, 2005 Dopamine Receptor D2 DRD2 NR BS/BV

Nota - BRX: bruxismo  BS: bruxismo do sono  BV: bruxismo na vigilia  NR: ndo reportado
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2.4.1. Melatonina

A Melatonina (MLT) é o principal horménio produzido na glandula pineal
funcionando através de receptores acoplados a proteina G (74). A glandula pineal foi descrita
pelo fildsofo francés René Descartes, hd mais de 3 séculos, como “a sede da alma”, sendo
que somente na década de 50 é que a MLT foi identificada como a principal substancia
secretada por esta glandula (75). Mas na verdade a molécula da MLT remonta a origem da
vida, tendo como principal funcdo o combate aos radicais livres. Através da evolucao desta
molécula, hoje sabe-se que a MLT é capaz de realizar inimeras funcgdes tais como regulacdo
do sono, modulagdo dos ritmos circadianos, no reforco da imunidade e como agente
oncostéatico (24).

A MLT é sintetizada a partir da serotonina (que por sua vez é sintetizada do
Triptofano) através de duas etapas enzimaticas. Primeiramente, a serotonina é acetilada pela
N-acetiltransferase (NAT) para produzir N-acetilserotonina (NAS). A segunda etapa envolve
a transferéncia de um grupo metilo de adenosilmetionina (S) para o grupo 5-hidroxi de N-
acetilserotonina, através da enzima hidroxiindole-O-metiltransferase (HIOMT) formando

assim a MLT (23) (Figura 3).

. 5-Hidroxi- :
Triptofano | [Triptofano-5-hidroxilase ) 5-HTF-descarboxilase Serotonina
Triptofano

Serotonina-N-
acetiltransferase
Hidroxindol-O-
metiltransferase
Melatonina HIOMT N-Acetil-Serotonina (NAS)

Figura 3 - Resumo esquematico da sintese da melatonina.
Fonte: https://www.researchgate.net
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A producéo e a secrecdo de MLT s&o mediadas em grande parte pelas fibras nervosas
retinianas que passam pelo trato retinohipotalamico até o ndcleo supraquiasmatico, seguindo
entdo para o ganglio cervical superior e finalmente para a glandula pineal. Este sistema
neuronal é ativado pela escuriddo e inibido pela luz (75,76) (Figura 4). Assim que esse
hormonio € secretado, ele entra na corrente sanguinea por difusdo passiva, é metabolizado
pelo figado e por fim excretado na urina (75).

Uma das principais fungdes da MLT é transmitir informacGes sobre o ciclo diario de
luz para a fisiologia do corpo possibilitando a organizacdo de funcdes organicas de acordo
com as mudancas nos fotoperiodos. Sua acgdo ocorre por meio da interagdo com receptores
acoplados a proteina G, especificamente o receptor 1A. Muitas situacdes fisiopatologicas
podem alterar a fisiologia corporal e a secrecdo de MLT, e esta alteracdo pode resultar no
aumento a predisposi¢do para doencas, severidade dos sintomas ou ainda modificar o curso e

o resultado do disturbio (74).
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Figura 4 - fisiologia da secrecéo da melatonina. Fonte - activepharmaceutica

Este importante papel que a MLT desempenha na regulacdo do ciclo circadiano
também deixa claro que o desequilibrio desse sistema pode levar a uma alteracdo do sono,
aumento de estresse, alteracdes de humor e até mesmo depressdo, fazendo com que a
qualidade de vida do individuo fique seriamente comprometida (67).

A presenca da MLT na regulacdo do sono vem do equilibrio que ela oferece para
desencadear o inicio do sono, duracédo e qualidade do mesmo (68). Além disso, a MLT tem a
capacidade de sincronizar o ambiente hormonal interno com o ciclo claro-escuro do ambiente
externo, controlando assim os ritmos circadianos. Esta sincronizagdo é perdida quando
acontece algumas alteracbes como trabalhadores de turno da noite, jet lag, individuos com
sindrome do sono retardado, individuos mantidos sob ilumina¢do constante e alguns
individuos cegos (75). No estudo de Gonzalez-Gonzalez et al. (2018), o conhecido efeito
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antiestrogénico da MLT leva a crer que o uso deste hormonio pode ser usado como
coadjuvante no tratamento de cancer de mama, tendo efeitos positivos e diminuindo efeitos
colaterais.

Com a idade e presenca de certas doencas, a producdo de MLT diminui e como
consequéncia altera o ritmo circadiano e a qualidade do sono, podendo facilitar 0 aumento
das doencas cardiovasculares, metabolicas e doencas cognitivas, como no caso da Doenga de

Alzheimer (78).

2.4.2. Gene Receptor da Melatonina Tipo 1A (MTNR1A)

Existem dois receptores que possuem alta afinidade com a MLT: o Receptor da
Melatonina Tipo 1A (MTNR1A) e Receptor da Melatonina Tipo 1B (MTNR1B). Quanto a
localizagé@o desses receptores na cadeia de DNA (acido desoxirribonucleico), 0 MTNR1A esta
no cromossomo 4 (4g35.2) e o MTNR1B estd no cromossomo 11(11q14.3), conforme mostra

a figura (GeneCards®: The Human Gene Database) (Figura 2).

MTNR1A

Chr 4

m o B R o can G an a2 B aaan o0

i 58 8% 2 3387 ¥ © 5% YUY 4 U UGN § ¢ T EuE & u¥

CC W W T I "IN BT I - BN |

MTNR1B

Che 11

n % onn o on o g Hd a4 am w2 g o4 a m g omoaan

i T 838 3 23 d #2393y S8 3 ® 23 @ H #§ Q gnav
N e ———

Figura 2 - posicdo do MTNR1A e MTNR1B nos cromossomos 4 e 11.
Fonte: GeneCards®: The Human Gene Database
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O MTNR1A, como ja foi dito, codifica uma das duas formas de alta afinidade de um
receptor para a melatonina. E um receptor acoplado a proteina G, responsavel pelos efeitos da
melatonina no ritmo circadiano dos mamiferos e alteracfes reprodutivas afetadas pela
duracdo do dia. Além disso, esta proteina é facilmente detectdvel e localizada em duas
regides especificas do cérebro. O ndcleo supraquiasmatico hipotalamico parece estar
envolvido no ritmo circadiano, enquanto a pars tuberalis hipofisaria pode ser responsavel

pelos efeitos reprodutivos da melatonina (79).

Estudos anteriores ja associaram o gene MTNR1A com algumas condicGes
fisio/patoldgicas. Sulkava et al. (2018) identificaram uma variacdo genética proxima a
MTNR1A, mais precisamente na variante de risco rs12506228AA, associada a intolerancia ao
turno de trabalho em idade ativa e a mesma variante de risco & doenca de Alzheimer,
sinalizando uma conexdo entre a baixa tolerancia ao turno de trabalho e o risco de doenca de
Alzheimer. No estudo seguinte, Sulkava et al. (2019) usando a mesma variante
rs12506228AA, mas desta vez com bebés da Finlandia de 8 meses de idade, mostraram um
aumento do periodo de sono desses bebés nos meses mais escuros somente na auséncia do
gendtipo rs12506228AA. Além disso perceberam uma associacdo entre rs12506228 e um
desenvolvimento socioemocional e de comunicacdo mais lento durante os primeiros 8 meses
da infancia, demonstrando assim a importancia da melatonina durante o desenvolvimento
fetal.

O estudo de Park et al. (2011) mostrou evidéncias bastante significativas de que existe
uma associacdo entre o gene MTNR1A e esquizofrenia. Os distarbios do sono apresentaram
bastante influéncia na vitalidade e na salde geral de pacientes que sofrem dialise (72). Por
fim, ha evidéncias de que polimorfismos de nucleotideo Unico nos genes da MTNR1A e
MTNR1B possam estar relacionados com risco de cancer de mama (73). Interessante que

mesmo completamente associado com a producdo de melatonina, esse gene ainda nédo foi

19



associado com SB ou BRX. Desta forma o gene MTNR1A emerge como candidato natural

para estudo no BS.
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3. PROPOSICAO

O objetivo deste estudo foi investigar a associacdo entre polimorfismos de
nucleotideos Unicos rs6553010, rs13140012 e rs6847693 no gene Melatonin receptor type 1A

(MTNR1A) com bruxismo do sono em uma populacdo adulta.
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ABSTRACT

Objectives: Sleep Bruxism (SB) is characterized by the activity of the masticatory muscles
that happen during sleep. Its etiology is multifactorial, with the participation of environmental
and genetics factors. Regarding the genetic factor, the gene encoding the Melatonin Receptor
Type 1 (MTNR1A) emerge as a potential gene to be studied, so the objective of this study was
to evaluate whether single nucleotide polymorphisms (SNPs) in the MTNR1A gene are
associated with SB in a Brazilian population.

Materials and Method: Individuals with sleep disorders were evaluated by
Polysomnography exam following the recommendations proposed by American Academy of
Sleep Medicine (AASM) and by Research Diagnostic Criteria for Temporomandibular
Disorders (RDC / TMD). DNA samples were collected and three SNPs in the MTNR1A gene
(rs13140012, rs6553010, and rs6847693) were selected and genotyped using the real-time
PCR technique.

Results: 48 individuals (27 men and 21 women, aged between 21 and 80 years) were
included in the study. 17 individuals were diagnosed with SB: 11 men and 6 women and were
included in the affected group. Another 31 individuals (16 men and 15 women) were
diagnosed no bruxism and were included in the unaffected group. Regarding genetic
polymorphisms, all were in Hardy-Weinberg equilibrium, and the chi-square for rs6553010,
rs13140012 and rs6847693 were 2.2, 0.67 and 2.12, respectively. No associations were found
between SB and the SNPs studied both in the genotypic, allelic, dominant and recessive
models (p> 0.05). Haplotype genetic analysis also did not reveal any association between
SNPs and BS (p> 0.05). Conclusion: Since the tests used for the diagnosis of SB are gold
standard clinical and laboratory tests and the methodology for selecting SNPs included

polymorphisms as strong natural candidates, it appears that in this sample, due to its
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limitations, a significant association between the MTNRZ1A gene and the etiology of SB has

not been detected.

Clinical Relevance: Genetics is an important etiological factor of bruxism, so it is essential
to have a more comprehensive view of the problem and make more assertive decisions in the

clinical setting.

Keywords: bruxism, sleep bruxism, genetics, genetic polymorphisms.

Introduction

Bruxism is characterized by involuntary masticatory muscle activity that occurs
during sleep and / or wakefulness [1] and, however has been surveyed over last 100 years
there are still doubts regarding the etiology maybe because there are different bruxims
diagnostic methodologies [2] or differences in the individual's chronotype profile [3].

Nowadays the current concept of bruxism is given by the 2018 International
Consensus, which divides it into Sleep Bruxism (SB), characterized by an activity of the
masticatory muscles that can be rhythmic or non-rhythmic and Awake Bruxism (AB) that is
an activity of the masticatory muscles characterized by repetitive or sustained tooth contact
and / or by bracing or thrusting of the mandible [1]. Both conditions cannot be considered
disorders in healthy individuals, but rather a risk and / or protective factor for some clinical
conditions, and they should be carefully studied during the individual's evaluation, once they
may evidence other health problems with serious consequences [1].

There is no doubt about participation of enviromental (eg stress and anxiety stimuli or

alcohol abuse) and individuals intrinsic factors (eg psychosocial, physiological and genetics)
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[4] in the SB pathophysiology. Definitely SB can be associated with various symptoms such
as sleep disorders, stress, anxiety and even illicit drugs [5]; alcohol, smoke and coffee also
can be present [6,7]; respiratory problems, gastroesophageal reflux, depression and attention
deficit are common, especially in children and adolescents [8] and genetic background
[9,10,11,12]. Besides that, current evidences suggest that bruxism is mediated by
neurohormones like serotonin and dopamine that act on the central nervous system
[13,14,15].

Another important neurohormone is melatonin. Melatonin is responsible by regulation
of the circadian rhythm allowing all cells to access information about light or dark periods
[16,17], detoxification of excessively produced free radicals during the day, i.e., has
antioxidant activity that permits cellular reparation [18], anti-inflammatory and anti-
carcinogenic activity and regulation of the sleep physiology [19,20]. Melatonin action is
mediated by the interaction with melatonin receptors located in several human tissues [21].
These receptors are codified by Melatonin Receptor Gene (MTNR) type 1 and type 2, located
in the chromossome 4 and previous studies showed that pontual alterations in MTR gene
called single nucleotide polymorphisms (SNPs) has been already associated with
pshicological conditions that causes sleep disorders [22].

Once melatonin is able to perform many functions such as sleep regulation and
modulation of circadian rhythms, it is possible that there is some type of association between
the expression of melatonin receptors and SB, so this research aims to evaluate if the gene
MTNR1A, coding for melatonin receptors, contributed with SB etiology. For this propose,
were selected three SNPs in MTRN1A (rs13140012, rs6553010 and rs6847693) and tested the

hypothesis that these polymorphisms contributed for SB in a Brazilian population.
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Materials and Method
Studied Population

This transversal study was approved by the Ethics Committee at the Federal
University of Santa Catarina, Brazil (approval number: 84783518.6.0000.0121) and
conducted according to STrengthening the REporting of Genetic Association Studies
(STREGA) guidelines [23], and Declaration of Helsinki guidelines. The studied population
and legal guardians received information about the study, and informed consent was obtained
from all participants prior to the beginning of the study. The study population was composed
by individuals attended at the Polysomnography Service of Baia Sul Hospital — Floriandpolis,
Santa Catarina, Brazil, due to suspected apnea or other sleep disorders, who reported having
some type of sleep disorder and genotyping was carried out at the genetic laboratory of
Positivo University and at the Pequeno Principe College, Curitiba, Parand, Brazil.

The exclusion criteria were individuals with pain of odontogenic origin, orthodontic
appliances, occlusal splints, dental prostheses, severe facial or dental anomalies, carious
lesion with extensive coronary destruction, lack of four or more pairs of teeth in the posterior
region, systemic disorders like neurological, cognitive or motion impairment or behavioral
problems, speech disorders; those using medications such as antidepressants, muscle
relaxants, and nonsteroidal anti-inflammatory drugs; or individuals who declined to

participate.

Diagnosis of Sleep Bruxism (SB)

The diagnosis of Sleep Bruxism was performed in 2 phases:
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Phase 1: Specific physical examination questionnaires were used, based on the
criteria proposed by American Academy of Sleep Medicine (AASM) [24] and by Research
Diagnostic Criteria for Temporomandibular Disorders (RDC / TMD) [25] performed blindly
by three previously calibrated examiners (Kappa> 0.9). The clinical diagnosis of SB was
considered positive when the participant reported that he emitted sounds related to the
grinding / clenching of teeth during sleep (reported by family members or partners) in
conjunction with at least one of the following criteria: 1) abnormal wear on dental
surfaces/restorations; 2) masticatory muscles 's fatigue /discomfort at dawn; 3) masseter and /
or temporalis muscle hypertrophy.

Phase 2: Polysomnography (PSG) was carried out in which everyone’s sleep was
monitored for one night, following the recommendations proposed by AASM [24]. The
events of SB were based on the masseter electromyography (EMG) activity during sleep.
Events separated by 3-second intervals were considered episodes of SB when showing one of
the following patterns: 1) tonic (at least one masseter EMG bursts > 2 seconds); 2) phasic
(three or more masseter EMG bursts lasting between 0.25 and 2 seconds); or 3) mixed (both
types of trigger). For the calibration of the instruments and adequate signs recognition, the
participants were instructed, before starting the records, to perform voluntary snoring
movements, leg movement, opening, closing, and moving the eyes, teeth clenching,
mandibular laterality, mandibular protrusion, as well as swallowing and coughing movements
to record baseline amplitudes. PSG analyzes were performed according to the rules at Baia
Sul Hospital, which was blinded to phase 1 of the study. SB analyzes were performed by
another evaluator who underwent specific training to analyze SB and who also did not
participate in the data collection of phasel of the study. All individuals who have means
rhythmic activity of masticatory musculature / hour (RAMMY/h) higher or equal to 4.06 were

considerate with sleep bruxism. Individuals with mean value lower than 4.06 RAMM/h were
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considerate unaffected and included in the control group. Data collection occur between

January and December 2019.

DNA collection and Genetic analysis

Saliva of all individuals was collected in a 15 mL falcon tube and stored at —20°C. To
extract genomic DNA was following a previously published protocol [26]. Three SNPs in
MTNR1A (rs13140012, rs6553010 and rs6847693) were selected with a minimum allelic
frequency of at least 10% for the European population and considering a linkage imbalance
of 0.8 (Figure 1) [27]. Chi-square test was used to calculate if the genetic polymorphism was
in Hardy-Weinberg equilibrium. Chi-squared value of lower than 3.84 (1 degree of freedom,

5% confidence interval) was used.

The SNPs were investigated using real-time PCR (RT-PCR) (StepOnePlus™ Real-
time PCR System, USA) with the TagMan™ assay (Applied Bio-systems, Foster City, CA,
USA) in a StepOnePlus RT-PCR System (Applied Biosystems). A total volume of 3 uL (4 ng
DNA/reaction, 1.5 uL Tagman PCR master mix, 0.075 SNP assay; Applied Biosystems,
Foster City, CA) was necessary to perform the RT-PCR reactions. The thermal cycling was
set as follows: hold cycle of 95°C (10 min), and 50 amplification cycles of 92°C (15 s) and
60°C (1 min). Each plate had 2 negative controls. Internal consistency test was carried out by
randomly rerunning 10% of all samples. A 100% consistent outcome was found. Table 1

shows the characteristics of the studied SNPs.
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Figure 1 - SNPs selected for the study: rs13140012, rs6553010 and rs6847693.

Table 1 - Description of the studied polymorphism

Oficial Chromosome Base SNP
Gene name position Reference | MAF | Change Position
SNP
rs6553010 | 0,36 | G>A,C, T | chr4:186535189(GRCh38.p12)
Melatonin
MTNR1A Receptor 4 rs13140012 | 0,49 | T>A,C,G | chr4:186544404(GRCh38.p12)
Type 1A

rs6847693 | 0,31 | T>A, C | chr4:186540490 (GRCh38.p12)

Notes: Obtained from Database: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/
*MAF means minor allele frequency.

Statistical analysis
Data were analyzed using the Epi Info 3.5.7 and Stata software (StataCorp, College
Station, TX, USA, version 11). The study-dependent variable was bruxism. The odds ratio

(OR) and the Chi-square test were used to assess whether the allelic and / or genotypic profile
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in the conventional, dominant, or recessive model was preferentially associated with sleep
bruxism. PLINK 1.07 (https://zzz.bwh.harvard.edu/plink/index.shtml) program was used for
haplotype analysis. The Hardy-Weinberg balance was assessed using the chi-square test for
each polymorphism included in this study. Statistical significance level was set at 95% (p <

0.05).

RESULTS

During data collection period between January and December 2019, a total of 48
subjects (27 males and 21 females, age between 21 at 75 years old) were seen at the
Polysomnography service of the Baia Sul hospital and were included in this study.
According to clinical criteria of the AASM, RDC/TMD and after polysomnography exams,
17 individuals were diagnosed with SB: 11 males (64.7%) and 6 females (35.3%) and were
included in the affected group. All these individuals present RAMM/h higher or equal to
4.06. Other 31 individuals (16 males and 15 females) received diagnosis of the non-bruxers
and were included in unaffected group.

Regarding genetic polymorphisms, all were in Hardy-Weinberg equilibrium, and chi-
squared for rs6553010, rs13140012, and rs6847693 were 2.2, 0.67 and 2.12, respectively.
The genotypic and allele frequencies of the polymorphisms for affected and unaffected
groups are shown in table 2 and there is no association between these polymorphisms and SB
(p>0.05). The genotype and allele frequency frequencies of the polymorphisms for affected
and unaffected groups are presented on table 2 and there are no association between these
polymorphisms and SB (p>0.05). Similarly, for both polymorphisms, statistically
nonsignificant differences were observed in the dominant and recessive models (p>0.05)
(table 3). Haplotype analysis revealed predicted four common haplotypes and revealed that

the MTNR1A gene was not associated with SB in this studied population (table 4).
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Table 2 - Genotype and allele in studied population

Gene rs Bruxism Genotype (%) p-value Allele (%) p-value
AA GA GG A G

rs6553010 | Yes | 12 (70.6) 4 (23.5) 1(5.9) |063|28(824) | 6(17.6) 0.28
No | 18(58.1) 9 (29.0) 4 (12.9) 45 (42.6) | 17 (27.4)
AA TA TT A T

rs13140012 | Yes | 4(23.5) 9 (52.9) 4(235) |0.67 | 17(50.0) | 17 (50.0) 0.54
MTNR1A No | 11(355) | 13(41.9) 7(22.6) 35 (56.5) | 27 (43.5)
CcC TC TT C T

rs6874693 | Yes 1(6.3) 4 (25.0) 11(68.7) | 0.89 | 6(18.7) | 26 (81.3) 0.66
No 3(9.7) 8(25.8) 20 (64.5) 14 (22.6) | 48 (77.4)

Note: rs = reference SNPs

Table 3 - Genotypic analysis of polymorphisms in dominant and recessive models.

rs Model Groups Genotype n (%) p-value Odds Ratio
AA + GA GG
Dominant Bruxism 16 (94.1) 1(5.9) 0.44 2.37
(A) Unaffected | 27 (87.1) 4(12.9) (0.24-23.1)
rs6553010 GG + AG AA
Recessive Bruxism 5 (29.4) 12 (70.6) 0.39 0.57
(G) Unaffected | 13 (41.9) 18 (58.1) (0.16-2.04)
AA + AT TT
Dominant Bruxism 13 (76.5) 4 (23.5) 0.94 0.94
(A) Unaffected | 24 (77.4) 7 (22.6) (0.23-3.85)
rs13140012 TT + AT AA
Recessive Bruxism 13 (96.5) 4 (23.5) 0.39 1.78
(T) Unaffected | 20 (64.5) 11 (35.5) (0.46-6.83)
CC+TC TT
Dominant Bruxism 5(31.3) 11 (68.7) 0.77 0.82
(©) Unaffected | 11 (35.5) 20 (64.5) (0.22-2.99)
rs6847693 TT+TC CC
Recessive Bruxism 15 (93.7) 1(6.3) 0.68 1.60
(T) Unaffected | 28 (90.3) 3(9.7) (0.15-16.82)

Note: rs = reference SNPs
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Table 4 — Comparisons between haplotypes frequencies in unaffected and
bruxism groups.

SNPS Haplotype Fa! Fu? p
G-T-C 0.1765 0.2258 0.569
A-T-T 0.3235 0.2097 0.217
rs6553010|rs13140012|rs6847693 GAT 0 0.0483 0.192
A-A-T 0.5 0.5161 0.879
G-T 0.1712 0.2171 0.591
A-T 0.3288 0.2184 0.236
rs6553010|rs13140012 GA 0.0052 0.0570 0.208
A-A 0.4947 0.5074 0.905
T-C 0.1875 0.2258 0.667
rs13140012|rs6847693 T-T 0.3125 0.2097 0.271
A-T 0.5 0.5645 0.551
G-C 0.1875 0.2258 0.667
rs6553010|rs6847693 G-T 0 0.0483 0.206
A-T 0.8125 0.7258 0.354

Notes: 1: Frequency in cases. 2: Frequency in controls. Haplotypes combinations with the sum
of frequencies equal to zero could not be compared.

DISCUSSION

In this transversal study, our hypothesis is that genetic polymorphisms in the
MTNR1A gene could be associated with SB in a population that has a definitive diagnostic of
this condition confirmed by clinical examination and by a gold standard exam:
Polysomnography. So, we decided to genotype three genetic polymorphisms in the obtained
DNA, rs6553010, rs13140012, and rs6847693, and to analyze the results in different genetics
models starting with genotype and allelic, following by dominant, recessive models and
haplotype analysis. The results of our study showed that these genetic polymorphisms
in MTNR1A are not involved in SB etiology.

Worldwide the prevalence of SB is significant and impact directly the quality of life
of the individuals [14,28]. There is a consensus about multifactorial aspects of the SB that
included environmental factors, intrinsic biological and psychopathological factors, and

genetic background [13,9,5]. Regarding environmental factors, situations like abuse of
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alcohol, caffeine, tobacco, and licit or illicit drugs, increase the risk of SB [6,7]. Besides that,
psychopathological factors like anxiety, stress, depression, or psychological imbalance are
considered contributed factors for the maintenance of SB [29,30]. Pathophysiological factors
such as sleep disorders, breathing problems and gastroesophageal reflux are being studied as
factors associated with SB [31,8]. In fact, nowaday, in the adult population, there is a great
concern about the sleep disorders involved with SB [5]. Also is clear that neurotransmitters
that have an action in the central nervous system play an important role in the etiology of SB
[13].

Concerning to genetic background of SB, studies are very contradictory but point to
an association of the genes related to serotoninergic neurotransmission with sleep bruxism
etiology [9,32]. In this sense, once the biosynthetic pathway of serotonin includes four
enzymatic steps that convert serotonin into melatonin [33], the hypothesis tested in our study
was that melatonin could also be involved in the etiology of the SB. So, the MTNR1A gene,
that codified the receptor for melatonin emerges as a potential candidate gene to be studied.

Melatonin is a well-described neurohormone formed in the pineal gland that is
responsible for sleep regulation, modulation of circadian rhythms, in strengthening immunity
and as an oncostatic agent [17] and your action depends on the specific combination with
your receptor located in the cell membrane [34]. There are two classes of the melatonin
receptor: type 1 and type 2. Type 1 receptor is codified by the MTNR1A gene and is found in
numerous tissues of the human body, between them, brain, skin, and retina [21]. Because of
the presence of these receptors in the retina, they are involved in the control of luminosity
and circadian rhythm luz [35,36]. In previous studies, variation in the MTNR1A gene was
associated with intolerance to shift work and Alzheimer's disease [22]. Besides that, there is
evidence that single nucleotide polymorphisms in the MTNR1A and MTNR1B genes may be

related to other diseases risk [37], but to the best of our knowledge, our study is the first study
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that looking for the relationship of this gene with SB. For that, we design a study that
proposed the use of genetic polymorphisms that cover approximately 15,000 base pairs which
represent almost the whole gene.

Unfortunately, in our study, it was not possible to prove the association between the
studied polymorphisms and BS in any of the analyzed genetic models. Thus, our primary
conclusion is that polymorphism in the MTNR1A gene does not appear to be associated with
sleep bruxism. In another way, it is important to analyze other possibilities to explain this
lack of association. First, our focus was the gene that codified the melatonin receptors, which
are expressed in several tissues. So, we presumed that both individuals affected by sleep
bruxism and those not affected do not have structural alterations in the protein that forms the
receptor. In this sense, the high-affinity ligation can occur normally, and subsequent
biochemical events are not affected, thus revealing the lack of association.

A second point must be mentioned: a probable explanation to this lack of association
is not the receptor per se but could be the decrease of production and secretion of the
melatonin, i.e., a deficiency in the pineal gland. Unfortunately, we did not quantify
melatonin, being a limitation of the study. In this sense, it is well established that lack of
melatonin implies in sleep disorders [38,17] condition that affects millions of people around
world [39]. Considering that variation in the MTNR1A gene was associated with intolerance
to shift work, Alzheimer's disease and other diseases, and signs and symptoms presented in
these individuals are similar to SB, it is plausible that deficits in the receptor or lack of
melatonin cause SB. Another important point is the ethnic differences that could impact
genetic association studies [40] so replication studies with a bigger population its

recommended and, maybe in a higher sample this association could be revealed.
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Furthermore, another point that need to be considerate is the possible interactions of
these three polymorphisms as contributed for SB. In fact, statistical methods for investigation
of the individual contribution of each allele are not simple and sometimes the analysis of a
single allele could be inappropriate, so an analysis based on haplotypes is necessary [41]. Our
research group considerate this hypothesis and performed haplotype analysis. For that, we
used four common haplotypes combinations and we observed a lack of association between
them and SB. Finally, despite limitations of this study, including that all studied population
had some sleep disorder, the obtained data were collected considering clinical and laboratory
gold standard exams for diagnosis of the sleep bruxism and it seems clear that there is no

involvement of the MTNR1A gene in the etiology of the SB.

CONCLUSION
The genetic polymorphisms rs6553010, rs13140012, and rs6847693 were not

associated with sleep bruxism in the studied population.

FINAL CONSIDERATIONS

Despite this study has no association between genetic polymorphism in MTNR1A
gene and sleep bruxism, the role of genetics appears to be important in the genesis of
bruxism. This seems to be the first research paper linking the genetic polymorphism in the

gene MTNR1A and SB, so more research is needed to confirm this result.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Parece claro que existe um componente genético envolvido na etiologia do
Bruxismo do sono visto que inimeros genes ja foram investigados e associados com essa
condicdo. Sob essa dtica, este estudo procurou investigar a associacdo entre o0 gene que
codifica o receptor da melatonina MTNR1A e Bruxismo do Sono. A escolha do gene deve-se
ao fato de que a melatonina é um importante neurohorménio que claramente controla o ciclo
do sono e os polimorfismos genéticos foram selecionados de forma que o gene todo fosse
coberto. Varias analises geneticas, em diferentes modelos, foram realizadas e ndo foram
observadas associa¢fes de nenhum polimorfismo estudado e o bruxismo do sono.

Uma vez que os exames utilizados para o diagnostico de Bruxismo do Sono séo
exames clinicos e laboratoriais padrdo ouro e a metodologia para selecdo dos SNPs incluiu
polimorfismos potencialmente funcionais, parece claro que ndo ha envolvimento do gene

MTNRZ1A na etiologia do Bruxismo do Sono.
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7.APENDICE

1. MATERIAL E METODOS
1.1 Consideracdes éticas
O projeto de pesquisa foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa com Seres

Humanos da Universidade Federal de Santa Catarina, e foi aprovado com o CAAE n°

84783518.6.0000.0121 e Paracer n° 2.620. 213(Anexo 2).

1.2 Selegéo de sujeitos

1.2.1 Tipo de estudo

Foi realizado um estudo do tipo transversal analitico com o objetivo de investigar a
associacdo entre bruxismo do sono e apneia obstrutiva do sono em adultos, caracteristicas

intra e extrabucais, cefaleia primaria, ronco primario, sonoléncia diurna, qualidade do sono.
1.2.2 Populacéo do estudo

Foi utilizada uma amostra de conveniéncia, na qual os participantes da pesquisa foram
0s pacientes encaminhados para um hospital no municipio de Floriandpolis (Hospital Baia
Sul) para realizagdo de exames de polissonografia (PSG). Os participantes foram convidados
para participar da pesquisa no momento prévio ao exame de PSG. Os individuos foram
encaminhados pelo médico para a realizacdo do exame, por motivo de suspeita de apneia ou

outros problemas relacionados ao sono. No estudo piloto foram incluidos 25 participantes.
1.2.3 Critérios de inclusdo
- Aceitar participar da pesquisa;
- Realizar os exames propostos;
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- Responder a todas as perguntas dos questionarios aplicados;

- Ter a0 menos 18 anos de idade completos;

- Compreender a lingua portuguesa, saber ler e escrever.

1.2.4 Critérios de exclusio

- Auséncia de assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE);

- Participantes com quatro pares ou mais de dentes ausentes na regido posterior

(exceto terceiros molares);

- Comprometimento neuroldgico ou de movimento nos quadros gerais de saude.

1.2.5 Calibragéo

Previamente ao estudo piloto, foi realizada a calibracdo dos avaliadores para a

realizacdo do exame fisico, com o indice Kappa > 0.9.

1.3 Estudo Piloto e Estudo Principal

O TCLE foi aplicado aos participantes da pesquisa previamente ao inicio do estudo.
Além disso, foram coletadas informacGes relativas a varidveis demograficas basicas como
idade, sexo, estado civil, nivel de instrucdo, ocupacdo e renda. Os questionarios foram
preenchidos em um tablet (Ipad Air 2, Apple®), através do formulario eletrénico (link:

https://docs.google.com/forms/d/e/1FAIpQLScxc3gUcBo4cmCNxBOmChZEiFPUzBRi{NUB

ebF75FSUQUv0ZQ/viewform). A cada participante foi atribuido um ndmero para o

preenchimento do formulario e etiquetas autoadesivas com o namero correspondente foram
fixadas no prontuario e no exame de PSG, garantindo o cegamento dos resultados e o sigilo

de identidade.
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Fase 1: os participantes foram avaliados quanto ao diagndstico clinico de bruxismo do
sono. Questionarios especificos foram associados a um exame fisico, com base no critério
diagndstico proposto pela AASM, realizado de modo cego por trés examinadoras
previamente calibradas. O exame fisico foi realizado na sala prépria de exame de PSG do
Hospital Baia Sul, os participantes foram examinados na posi¢do sentada e com a cabeca
ereta, conforme critérios do Research Diagnostic Criteria for Temporomandibular Disorders
RDC/TMD (1). O diagnostico clinico de BS foi considerado positivo quando o participante
relatou que emite sons relativos ao rangimento/apertamento dos dentes durante o sono
(relatado por familiares ou parceiros) em conjunto com pelo menos um dos seguintes
critérios: 1) desgastes anormais nas superficies dentarias ou em restauracdes; 2) fadiga ou
desconforto na musculatura mastigatoria ao amanhecer; 3) hipertrofia dos musculos masseter
e/ou temporal (2). Os questionarios e o0 exame fisico foram aplicados visando a identificacdo
de fatores associados, como uso de medicamentos psicotropicos, hipertrofia dos musculos
masseter e/ou temporal, presenca de desgastes dentarios, presenca de endentacfes em lingua

e mucosa jugal, presenca de toérus mandibular e coleta de células da mucosa jugal.

Fase 2: nesta fase os participantes realizaram o exame laboratorial de PSG, no qual o
sono foi monitorado por uma noite, seguindo as recomendacBes propostas pela American
Academy of Sleep Medicine (AASM). Os registros foram realizados de acordo com um
método estandardizado por esta entidade (11):

1) Eletroencefalografia (EEG) com 3 derivagdes: F4-M1, C4-M1, 02-M1 e outras 3
derivacdes de back up F3-M2, C3-M2, 0O1-M2; 2) eletro-oculografia (EOG) com derivacdes
E1-M2 (E1 colocado a 1 cm abaixo e 1 cm lateral da extremidade distal do olho esquerdo e
E2-M2 colocado 1 cm abaixo e 1 cm lateral da extremidade distal do olho direito; 3)
eletromiografia (EMG) de mento com 3 eletrodos: posicdo central 1 cm acima da borda

inferior da mandibula, 1 outro 2 cm abaixo da borda inferior da mandibula a 2 cm a direita da
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linha média e outro na mesma posi¢do, porém a esquerda da linha média; EMG de pernas
com 1 eletrodo em cada perna na regido tibial anterior para ser gravado em apenas 1 canal.
Para detectar bruxismo, foram colocados dois eletrodos em regido de masseter conforme foto

abaixo:

Figura 1: Os pontos brancos indicam o posicionamento dos eletrodos no musculo masseter,

no exame de polissonografia (Manual AASM).

Bruxismo foi definido na PSG como:

a. ElevacOes fasicas ou sustentadas da atividade eletromiografica de masseter de pelo menos
2 vezes a amplitude do registro basal; Elevacdes fasicas da EMG do mento ou masseter desde
que tivessem de 0,25 a 2 segundos de duracdo e pelo menos 3 dessas elevacfes ocorram em

uma sequéncia regular;

b. Elevacdes sustentadas da EMG do musculo masseter desde que tenham duracdo > 2

segundos;

c. Deve ocorrer um periodo de pelo menos 3 segundos de base estavel de EMG antes de se

estadiar um novo episédio de bruxismo.

As variaveis coletadas durante o exame polissonografico incluiram o fluxo de ar (através de

um termistor nasal/oral), transdutor de pressdo nasal, movimento toracico e abdominal para
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monitoracdo de esforgo respiratério, nivel de saturacdo de oxigénio (avaliado através de

oximetria de pulso), sensor de ronco e frequéncia cardiaca.

Para a calibracdo dos instrumentos e reconhecimento adequado dos sinais, 0s participantes
foram instruidos, previamente ao inicio dos registros, a realizar movimentos voluntarios de
ronco, movimento de pernas, abrir, fechar e movimentar os olhos, apertamento dos dentes,
lateralidade mandibular, protrusdo mandibular, bem como movimento de degluticdo e de

tosse para registro das amplitudes basais.

As alteracdes respiratorias foram identificadas de acordo com o manual da AASM (2), bem
como o estadiamento de todas as fases do sono por uma técnica especializada em analises de

polissonografia.

Os eventos relacionados a SAOS foram classificados de acordo com um critério
estandardizado, atraves do indice de apneia-hipopneia (IAH) de 5 ou mais eventos por hora
seguindo as definicdes da AASM (2). Apneia foi estadiada no canal de sensor de fluxo
oronasal (termistor); hipopneia no canal de transdutor de pressdo nasal e esfor¢o respiratério
através das faixas toracoabdominais. A saturacdo de oxigénio foi monitorada por oximetria
de pulso e o ronco através de sensores acusticos (microfones) devidamente instalados na

regiao cervical.

Em relacdo ao BS, os eventos foram estimados atraves da atividade do musculo masseter,
avaliada através da EMG. Eventos separados por intervalos de 3 segundos foram
considerados episédios de BS ao seguirem um dos seguintes padrdes: 1) ténico (pelo menos
um disparo de EMG massetérica maior que 2 segundos); 2) fasico (trés ou mais disparos de
EMG massetérica com duracdo entre 0.25 e 2 segundos); ou 3) misto (ambos os tipos de

disparo).
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As andlises das PSG foram realizadas pela técnica em polissonografias do Hospital Baia Sul,
que foi cegada quanto a fase 1 do estudo. As anélises de BS foram realizadas por outra
avaliadora que realizou treinamento especifico para analisar Bruxismo do Sono e que também

néo participou da coleta de dados da fase 1 do estudo.

1.4 Coleta de Saliva e Analise do DNA

Para esta etapa, foram coletadas amostras de saliva como fonte de DNA gendmico,
seguindo protocolo previamente publicado (Kchler et al., 2012). Para a coleta, os individuos
realizaram um bochecho com 5mL de solucdo salina 5% durante 1 minuto, e todo o volume
do bochecho foi acondicionado em tubos para centrifuga de 15 mL (Corning Inc., Corning,
NY, EUA) e mantido em geladeira.

Para a extracdo do DNA, cada tubo contendo a coleta de saliva foi entdo centrifugado
a 550 g durante 10 minutos para sedimentacdo do pellet de células. O sobrenadante foi
descartado em hipoclorito de sédio de 2,5% e o pellet ressuspendido em 1mL de tampé&o de
extracdo (Tris-HCI 10mM, pH 7.8; EDTA 5mM; SDS 0.5%). Posteriormente, a amostra foi
transferida para um tubo eppendorf de 1,5mL e entdo congelada a -20° C até 0 momento da
extracdo do DNA.

As amostras foram descongeladas e incubadas com 100ng/mL [4uL de Proteinase K
(Fungal, Invitrogen Laboratories, Cat n°25530-015) a 25mg/mL] em banho-maria a 56° C
overnight e entdo submetidas a processos de precipitacdo utilizando-se 400uL de solucdo de
acetato de amoénio a 10M. A seguir, todos os tubos foram: agitados manualmente por 5
minutos; centrifugados por 15 minutos (12000 rpm) e o sobrenadante dividido em dois tubos
eppendorf de 700uL cada. O mesmo volume de alcool isopropilico gelado (700uL) foi
adicionado em cada tubo e agitado vigorosamente.

A formagdo de "nuvem de DNA” foi observada em cada tubo de todas as aliquotas

que foram centrifugadas por 20 minutos com 12000 rpm a 40C. O sobrenadante foi entdo
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descartado com cuidado para néo deslocar o pellet de DNA e 1mL de etanol 70% gelado foi
adicionado para posterior centrifugacdo por 15 minutos com 12000 rpm 40C. Posteriormente
0 sobrenadante foi descartado e o tubo ficou aberto e emborcado em papel para secar por pelo
menos 30 minutos e evaporar o excesso de etanol 70%. O pellet de DNA foi ressuspendido

em 50 pL de tampé&o de extragédo (TE) e congelado a -20°C.

1.5 Sele¢do dos Polimorfismos Genéticos e Genotipagem por PCR em tempo real

A selecdo dos polimorfismos foi realizada com apoio do site niehs.nih.gov. Foram
selecionados polimorfismos de nucleotideos unicos relacionados com o gene receptor da
MLT que se classifiguem como potencialmente funcionais, com frequéncia alélica minima de
pelo menos 10% para a populacédo europeia e considerando desequilibrio de ligacao de 0,8.
As opcdes apontadas pela ferramenta estdo listadas na figura (5) abaixo e trés desses
polimorfismos foram selecionados: rs6553010, rs13140012 e rs6847693.

Desta forma, o ensaio de genotipagem dos polimorfismos selecionados foram
executados segundo o método de PCR em tempo real utilizando ensaios Tagman® de
discriminacao alélica adquiridos da empresa Applied Biosystems (Foster City, California,
EUA) em conjunto com uma solucdo denominada Tagman™ Genotyping Master Mix®.
Cada ensaio inclui um par de primers flanqueadores da regido do polimorfismo, bem como
sondas especificas para a identificacdo dos alelos, compostas de dois oligonucleotideos —
desenhados em para cada sequéncia resultante da mudanca de base — conjugados com
fluoréforos que emitem fluorescéncia em comprimentos de ondas diferentes, denominados
VIC™ ¢ FAM™ utilizando o aparelho StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Thermo
Fisher Scientific, Massachusetts, EUA), e a partir dela, o software fornecido junto com o

equipamento permite efetuar a discriminacao alélicas das amostras.
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Figura 5 — Polimorfismos selecionados para o estudo. De acordo com a ferramenta, foram

selecionados dois polimorfismos: rs6553010, rs13140012 e rs6847693.

1.6 Andlise estatistica

Os dados foram analisados nos programas Epi Info 3.5.7 e Stata (StataCorp, College
Station, TX, EUA, versdo 11). A variavel dependente do estudo foi bruxismo. O Odds Ratio
(OR) e o teste do Qui-quadrado foram usados para avaliar se o perfil alélico e / ou genotipico
no modelo convencional, dominante ou recessivo estava associado preferencialmente ao
bruxismo do sono. O equilibrio de Hardy-Weinberg foi avaliado por meio do teste do qui-
quadrado para cada polimorfismo incluido neste estudo. O nivel de significancia estatistica

foi estabelecido em 95% (p <0,05).
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2. QUESTIONARIO PARA AVALIACAO DE BRUXISMO DO SONO DE ACORDO
COM OS CRITERIOS PROPOSTOS PELA AMERICAN ACADEMY OF SLEEP
MEDICINE, TRADUZIDO PARA O PORTUGUES DO BRASIL.

Questionario Bruxismo do Sono

1. Vocé esta ciente, ou alguém ja te ouviu, rangendo seus dentes frequentemente durante
a noite?

(sim/nao)

2. Vocé esta ciente de que seus dentes estdo mais desgastados do que de deveriam estar?

(Sim/ néo) Ls'EPJ

3. Vocé estd ciente de alguns dos seguintes sintomas ao acordar?
(sim/nao):

(i) Sensacdo de fadiga, pressdo ou dolorimento da mandibula ao despertar?

(i) Sente que seus dentes estdo apertados ou que sua boca esta dolorida ao despertar?
(iii) Dor nas suas témporas ao despertar?

(iv) Dificuldade abrir a boca ao maximo?

(v) Sente pressdo na articulacdo ao despertar e sente como se tivesse que mover seu queixo
para solta-la?

(vi) Ouve ou sente um “click” na articulacdo da mandibula ao despertar, que desaparece em
sequida?

Os entrevistados serdo classificados com Bruxismo do Sono se suas respostas forem
positivas para a questdo 1 e/ou questao 2, em conjunto com ao menos uma resposta
positiva para um sintoma listado na questéo 3.
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3. SINAIS E SINTOMAS DE DISFUNCAO TEMPOROMANDIBULAR E DOR
OROFACIAL.

MNOME: IDADE: GENERD

1. Vocé tem dor no seu rosto?

0 | Nenhum 1 | Direito 2 | Esquerdo | 3 | Ambos

2. Vocé poderia apontar as dreas onde vocé sente dos?

Direito 0 Nenhum 1 | Articulacdo 2 | Musculos 3 Ambos
Esquerdo 0 | Nenhum L | Articulagio 2 | Musculos | 3 | Ambos

3 Padrio de abertura

Reto I | Desvio lateral ndo corrigido | 2 | Desvio lateral corrigido (*S™)

4 Extensao do movimento vertical

- Incisivo Superior utilizado 11121 Trespasse Vertical mm

a. Abertura sem auxilio ¢ sem dor mim

b. Abertura mixima sem auxilio mim

Dor Muscular 0 | Nenhuma | ]| | Direito 2 | Esguerdo | 3 | Ambos

Dor Articular 0 | Nenhuma | ! | Direito | 2 | Esquerdo | 3 | Ambos

c. Abertura maxima com auxilio mm

Dor Muscular 0 | Nenhuma | | | Direito 2 | Esquerdo | 3 | Ambos

Dor Articular 0 Nenhuma | Direito 2 E,squcrdﬂ 3 Ambos

5 Ruidos articulares (palpacio)

a. Abertura

Direito 0 | Nenhum 1 | Estalido | 2 | Crepitacdo

Esquerdo 0 | Nenhum I | Estalido | 2 | Crepitagio

b. Fechamento

Direito 0 | Nenhum 1 | Estalido | 2 | Crepitacio

Esquerdo 0 | Nenhum | I | Estalido | 2 | Crepitagao
6.Excursdes

a. Protrusao mm

Dor Muscular 0 | Nenhuma | 1 | Direito 2 | Esquerdo | 3 | Ambos

Dor Articular 0 | Nenhuma | | | Direito | 2 | Esquerdo | 3 | Ambos
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b. Excursao lateral direita | | | mm

Dor Muscular 0 | Nenhuma | | | Direito 2 | Esquerdo | 3 | Ambos

Dor Articular 0 | Nenhuma | ! | Direito | 2 | Esquerdo | 3 | Ambos
c¢. Excursao lateral esquerda mm

Dor Muscular (0 | Nenhuma | | | Direito 2 | Esquerdo | 3 | Ambos
Dor Articular | © | Nenhuma | ! | Direito | 2 | Esquerdo | 3 | Ambos

d. Desvio de linha média mm

Escala para palpac¢ao

0 = somente pressdo (sem dor)
1 =dor leve

2 = dor moderada

3 =dor severa

| | Direito | 2 | Esquerdo | 3 | Nenhum

7. Dor muscular extraoral com palpacao

a. Temporal posterior - 1 Okg

Direita 011|213 Esquerda 112|138
b. Temporal médio - 1.0kg
Direita o|1]|2]3 Esquerda 0j1{2]3
¢. Temporal anterior - 1.0kg
Direita QI o e Esquerda 0j1]2)]3
d. Masseter - origem — 1.0kg
Direita 011213 Esquerda 0f1]12]3
e. Masseter — corpo - 1.0kg
Direita 011213 Esquerda 0[1]12)3
f. Masseter - insercao — 1.0kg
Direita 0l1|2]3 Esquerda o1 (2|3
¢. Regiao Mandibular Posterior - 0.5kg
Direita o[1]2](3 Esquerda 0l11]2]3
8. Dor articular com palpacao
a. Polo lateral - 0.5 kg
Direita 011213 Esquerda Q1528
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4. ANAMNESE

1. DADOS DO PARTICIPANTE

Nome completo:

Idade: anos

Altura: centimetros
Peso: quilogramas
Estado civil:

() Solteiro ( ) Casado ( ) Vilavo ( ) Separado ( ) Unido estavel

2. DADOS SOCIOECONOMICOS

Escolaridade: Profisséao:

Faixa de renda:

() 1 a2 salarios-minimos

() 2 a4 salarios-minimos

() 4 a 6 salarios-minimos

() 6 a 8 salarios-minimos

() 8 a 10 salarios-minimos

() Mais de 10 salarios-minimos

3. HABITOS COMPORTAMENTAIS
Uso frequente de alcool:

()Sim ( ) Nao

Tipo de bebida: Frequéncia: copos por dia Duracéo:
Tabagismo:

()Sim ( ) Néo

Tipo de fumo: Frequéncia: vezes por dia Duracéo:
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5. EXAME FiSICO

1. Hipertrofia do Musculo Masseter - Verificar na maxima intercuspidacéo voluntaria.

Masseter esquerdo ( ) Masseter direito ()

2. Hipertrofia do Musculo Temporal - Verificar na méxima abertura bucal.

Temporal esquerdo ( ) Temporal direito ( )

3. Facetas de desgaste.

0 = Sem desgaste

1 = Desgaste visivel no esmalte

2 = Desgaste com exposicao de dentina e Perda de Altura de Coroa clinica (PAC) <1/3
3 = Desgaste com PAC > 1/3, mas <2/3

4 = Desgaste com PAC >2/3

X = Dentes ausentes

15 11 | 21 25

45 41 | 31 35

4. Endentac0es - Verifique a presenca de marcas em lingua, mucosa labial e jugal.

Lingua Lado direito () Lado esquerdo ()
Mucosa Labial Superior () Inferior ()
Mucosa Jugal Direita () Esquerda ()

5. Toérus mandibular

Auséncia () Unilateral ( ) Bilateral ( )
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6. TAMPAO DE EXTRACAO (TE) - COM SDS

Esse tamp&o de extracdo é composto por trés reagentes:

a. TRIS 10mM*
b. EDTA 5mM*
C. 0,5% SDS*

Atencao: os valores abaixo referem-se ao preparo de 1 Litro de solucgdo. Se preparar um
volume menor, acerte o valor.

a. TRIS 10mM*

-1,2g de TRIS;

b. EDTA 5mM*

Quero preparar um tampao de extracdo que vai EDTA e sé tenho o produto em po
(gramas). Massa molecular do EDTA é 372,249 (tirado da embalagem). A
concentracdo final é de 5mM e um volume final de 200mL.

1 Molar de EDTA = 372,24¢g/1L.: 372,24/1000mL

372,249 ----- 1000mL ------ 1000mM

X S 5mM .. x=1,8612g (em uma[ ] de 5mM)

Y mmmmmmmemeen 200mL .: y=0,37224g em 200mL de agua destilada

c. 0,5% SDS*
- 5g de SDS.

Preparar a solugéo da seguinte forma:
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Para um volume final de 1000 mL:
-1,2g de TRIS;
-10 mL de EDTA;
- 5g de SDS.
*TRIS e EDTA estdo em PA (pré-anélise) e EDTA esta em solucdo mée liquida a 0,5M
Receita:
Colocar um becker de 900mL sobre um agitador magnético.

Acrescente metade da sua capacidade de agua destilada (manter sob agitacdo com
magneto).

Acrescentar lentamente nesta ordem:TRIS, EDTA e SDS.

Manter sob agitacéo até total dissolucao.

Completar o volume de agua destilada até atingir 1000ml (utilizar uma proveta).
Ajustar o pH da solugdo = 8,0. Utilizar HCI ou NaOH para elevar o pH.

Autoclavar a solucéo.

Ajuste do pH
Antes de ajustar o pH, calibre o pHmetro com tamp&es pH= 4,0 e pH=7,0.

Lavar o bulbo do pHmetro com agua destilada e secar suavemente com papel bem
delicado.

Colocar o bulbo dentro dos tampdes e esperar que estabilize.
Ajustar o pHmetro.

Ap0s tudo isso limpar o bulbo do pHmetro e secar. Ndo esqueca: ajuste 1° o pH acido
depois o basico.
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7. EXTRACAO DO DNA

Realizada em dois dias seguidos.
Primeiro dia:
. Descongelar totalmente as amostras antes de iniciar a extragéo;

. Pipetar 10uL de proteinase K (1) (20mg/mL) em cada tubo de extracdo (Lavar a
proteinase, pois é uma quantidade muito pequena de enzima).

. Manter em banho-maria 65°C “overnight”. A temperatura para a ativagao da
enzima varia dependendo do fabricante da mesma, entéo deve ser observado o
certificado de analise (bula do produto). Esse procedimento poderia ser executado
durante quatro (4) horas, mas deixamos por uma noite para melhorar o desempenho.

Segundo dia:
. Agitar delicadamente para evitar a formacéo de bolhas.
. Verter o contedo em eppendorf de 2mL.

. Pipetar 500uL de acetato de amonio (2) (8M em 1mM EDTA) deixado em
temperatura ambiente.

. Vortex por 5 minutos.

. Centrifugar por 16 minutos com 13000RPM.

. Dividir todo o contetdo liquido (nele estd o DNA suspenso) em 2 eppendorf de
1,5mL (900uL em cada eppendorf).

. Desprezar o pellet depositado no fundo (grande quantidade de proteina/restos
celulares).

. Pipetar 540pl de isopropanol (ou alcool isopropilico) (3) em cada tubo.

. Inverter delicadamente 20 vezes (visualizacdo do DNA).

. Centrifugar por 7 minutos com 13000RPM.

. O “pellet” estara no fundo do eppendorf. Ele contém o DNA.
. Descartar o isopropanol.

. Pipetar ImL etanol 70% (4).

. Centrifugar por 7 minutos com 13000RPM.

. Descartar o etanol 70% e retirar o excesso do fundo do tubo, evitando tocar no
pellet. Esse procedimento facilita a secagem.

. Deixar secar em temperatura ambiente por +/- 4 horas.
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. Depois de totalmente seco adicionar 50l de TE (TRIS 10mM; EDTA 1 mM;
pH 7,76) em cada tubo e deixar em temperatura ambiente por 24 horas, dai passar para a
geladeira e deixar por dois (2) dias. Agitar delicadamente para homogenizar o DNA.

. Estocar em -20°C.

Preparacao dos Reagentes:

a) PROTEINASE K (20mg/mL)

Tampado para Proteinase K:
10 mM Tris HCI

20 mM Cloreto de Célcio
30% Glicerol

1- Pesar a proteinase em eppendorf.

Ex.: 0,0236 g de proteinase

2- Fazer o calculo do tampéo que devera ser adicionado a proteinase.
Ex.: 0,0236g - x
0,020g - 1000pL

X=1180uL ou 1,18mL
3- Adicionar 1,18 mL ao 0,236g de proteinase K pesado anteriormente.
b) ACETATO DE AMONIO (8M DE ACETATO / 1mM de EDTA em 500mL)
Acetato de Amonio 8M
Edta ImM

Volume final 1Lt

1- Pesar o0 acetato de Amonio
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Mol. V

77,08x 1L
m= 616,649 de Acetato de Aménio

2- Célculo do EDTA (solugdo pronta com concentracdo de 390 mM)

CiVi = CfVf
390.vi=1.1
Vi=0,0025641 L
Vi= 2,564 mL

3- Em um baldo volumeétrico (ou becker) solubilizar os 616,649 de acetato de amonio (é
dificil, tenha calma) em agua destilada com auxilio de uma bailarina. Acrescentar 2,564
mL de EDTA e completar o volume para 1 Lt.

c) TE (Tampéo de extracdo SEM SDS)

(10mM de TRIS / 1mM de EDTA. pH 7,76 e 200mL de quantidade)
a) TRIS:

PM=121,14g

121,149 ----- 1000mM
X o= 10mM . X=1,2114g

1,21149 ------ 1000mL
Y — 200mL .: y=0,242g de TRIS

b) EDTA:
PM = 372,24g
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372,249 -------- 1000mM
X ==mmmmmmmeee 2mM .: x=0,74448g

Vi.Ci=Vf. Cf
Vi.500=200.1.: Vi=0,4mL =4000J1 de EDTA

(aqui se utilizou solucdo de EDTA a 0,5 Molar = 500mM com pH 7.8)

Referencial tedrico

(1) Proteinase K: Amplamente utilizada em purificacdo de DNA e RNA e também para
clivagem de peptideo especifico de proteinas. Desnatura as proteinas; remove nucleases
e outras proteinas de suas preparacdes com rapidez e facilidade. Esta enzima potente e
estavel foi isolada pela Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha em 1971 e tem se tornado

um pré-requisito para a maioria dos protocolos de isolamento de acidos nucléicos.

(2) Acetato de Amonio: agrega o DNA (ndo é autoclavado);

(3) Isopropanol / alcool isopropilico / 2-propanol: Usado na precipitacdo de acidos
nucléicos. Comparado com o Etanol, é necessario metade do volume para a

precipitacdo. Precipitar o DNA. (retirar do freezer somente no momento do uso)

(4) Etanol 70% / alcool etilico: Usado na precipitacao de acidos nucléicos. Lavagem e
purificacdo do DNA. (retirar do freezer somente no momento do uso. Usar “gelado”). O
DNA é insoltvel em alcool 70. O uso desse alcool possibilita a solubilizacdo dos sais de

acetato de amonio, por exemplo.

- As preparacOes frequentemente se destinam ao uso em reacfes de PCR e podem ser

realizadas somente na presenga de tampao de extragéo.
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- As membranas celulares devem ser rompidas para liberacdo do DNA. Essa etapa é

realizada pela acdo de um detergente como SDS (dodecil sulfato de sédio) ou CTAB
(brometo de cetiltrimetilamonio).

- Deve-se evitar a agdo de DNAses, que podem degradar o DNA. Com esse proposito,
os tampdes de extracdo possuem pH por volta de 8,0, enquanto o pH 6timo para agdo de
DNAses enddgenas fica por volta de 7,0. Outro expediente empregado é a adi¢do de
EDTA (&cido etileno diamono tetracético) no tampao de extracdo. O EDTA € uma
substancia quelante de cations divalentes, como Mg+2 e Ca+2 e, portanto, inibe a a¢éo

de DNAses, que usam esses metais como cofatores (Sambrook et al., 1989).

- Acidos nucléicos devem ser separados das proteinas. Para tanto, realiza-se de uma a
varias extracdes com fenol e/ou cloroférmio, que desnaturam as proteinas tornando-as

insolUveis a fase aquosa, onde se encontram os &cidos nucléicos.

- O DNA deve ser protegido da acdo de compostos fendlicos, que oxidam o DNA
irreversivelmente, tornando este inacessivel as enzimas de restricdo. A contaminacéao
por compostos fendlicos pode ser evidenciada pela coloracdo do DNA que tende a ficar
marrom. Para evitar o efeito oxidativo dos polifendis, deve ser adicionado ao tampéo de
extracdo agentes anti-oxidantes, como PVP (polivinilpirrolidona), BSA (albumina de

soro bovino) ou b-mercaptoetanol.

- Os 4acidos nucléicos devem ser separados de polissacarideos. Esses inibem a acdo de
enzimas de restricdo (Shioda & Marakami-Muofushi, 1987) e tornam a amostra de
DNA excessivamente viscosa, interferindo na migracdo do DNA em corridas
eletroforéticas. O detergente CTAB ¢é utilizado com essa finalidade, ja que

polissacarideos e acidos nucléicos possuem solubilidade diferenciada na presenca desse
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detergente. Polissacarideos também podem ser removidos pelo emprego de gradiente de

cloreto de césio (CsCl).
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8.ANEXO

1. PARECER CONSUBSTANCIADO
PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: ASSOCIACAO ENTRE BRUXISMO DO SONO E APNEIA
OBSTRUTIVA DO SONO EM ADULTQOS

Pesquisador: Graziela De Luca Canto

Area Tematica: Genética Humana:
(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que ndo
necessita de analise ética por parte da CONEP;);

Versao: 2

CAAE: 84783518.6.0000.0121

Instituicio Proponente: CENTRO DE CIENCIAS DA
SAUDE

Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

NuUmero do Parecer: 2.620.213

Apresentacéo do Projeto:

Trata o presente projeto, intitulado “Associagdo entre bruxismo do sono e apneia
obstrutiva do sono em adultos” de uma pesquisa submetida pelo Profa. Graziela De
Luca Canto, que assina a folha de rosto como pesquisador responsavel juntamente com
a Profa. Elena Riet Correa Rivero, coordenadora do PPG Odontologia/CCS/UFSC. O
projeto € um estudo do tipo transversal analitico com o objetivo de investigar a
associacgdo entre bruxismo do sono e sindrome da apneia obstrutiva do sono em adultos
e, secundariamente, as associacOes destas com a qualidade de vida e caracteristicas do
sono. Os participantes da pesquisa serdo pacientes encaminhados para o Hospital Baia
Sul para realizacdo de exames de polissonografia (PSG). Os participantes (n=110) seréo
convidados a participar do estudo em uma situacdo prévia ao exame de PSG pois ja
terdo seu encaminhamento para a realizacdo do exame por motivo de suspeita de apneia
ou outros problemas relacionados ao sono. Os dados dos participantes serdo coletados
por meio de anamnese, exame fisico da boca e musculos da mastigacdo, coleta de
celulas epiteliais da mucosa oral e aplicacdo de diversos questionarios especificos.
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Objetivo da

Pesquisa:

Objetivo geral

Investigar a associagéo entre bruxismo do sono e apneia obstrutiva do sono em adultos.

Obijetivos especificos
- Avaliar se existe associagdo entre a presenca de BS e de apneia obstrutiva do sono e
qualidade de vida.

- Avaliar a acurécia de questionarios e exame fisico comparados ao padrao de referéncia
PSG no diagnostico de BS e SAHOS.

- Verificar a associacdo entre uso de medicamentos antidepressivos e ocorréncia de
bruxismo do sono.

- Verificar a associacdo entre presenca de torus mandibular e presenca de bruxismo do
sono.

- Realizar uma andlise quantitativa da presenca de atividade ritmica da musculatura
mastigatdria e apneias por hora;

- Realizar uma avaliacdo quantitativa e qualitativa da distribuicdo dos episodios de
bruxismo nas diferentes fases do sono;

- Verificar a presenca de outras caracteristicas do sono associadas aos episodios de
bruxismo do sono, exemplos: movimentos de membros, despertares, posigdes,
presenca de ronco.

- Analisar os polimorfismos genéticos relacionados ao bruxismo do sono.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:
De acordo com o que foi citado no TCLE apresentado:

Riscos: Toda a pesquisa envolve riscos, por isto se vocé ndo se sentir confortavel para
realiza-la, podera desistir a qualquer momento. Nesta pesquisa 0S riscos Sao:
desconforto ao realizar o exame clinico bucal, cansaco e aborrecimento em responder 0s
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questionérios, quebra de sigilo, ainda que involuntario e ndo intencional. Para

minimizar o risco de quebra de sigilo, seus dados terdo um numero para identificagdo, e

ndo 0 Seu nome.

Beneficios: Como beneficio direto, vocé terd uma avaliacdo clinica e levantamento de

necessidades odontoldgicas, assim como os devidos encaminhamentos para 0 servico.

Como beneficio indireto, vocé podera contribuir para a elucidagdo e compreensdo da

fisiopatologia do bruxismo do sono e da apneia e hipopneia obstrutiva do sono.

Comentarios e Consideracdes sobre a Pesquisa:

Pode contribuir para o conhecimento generalizavel sobre o tema.

Considerac0es sobre os Termos de apresentacao obrigatoria: Adequados.

Recomendacdes:

Sem recomendacoes.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:

Considerando que todas as pendéncias indicadas foram devidamente atendidas, ndo ha

nenhuma inadequacao no presente processo.

Consideracoes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Arquivo Postagem | Autor |Situacdo
Documento
InformacBes |PB_INFORMACOES BASICAS_DO_P|13/04/2018 Aceito
Basicas do ROJETO_1081179.pdf 10:41:53
Projeto
Outros RESPOSTA_AS PENDENCIAS.docx [13/04/2018]|Joyce Aceito
10:41:20 [Duarte
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Declaragéo de | Declaracao_UFPR.pdf 12/04/2018|Joyce Aceito
) 20:40:28 |Duarte
Manuselo
Material
Bioldgico /
Biorepositorio
/
Biobanco
Outros Instrumentos_da_Pesquisa.docx 12/04/2018|Joyce Aceito
20:38:49 [Duarte
Projeto Plataforma_Brasil_Projeto_Bruxismo.do [12/04/2018]|Joyce Aceito
Detalhado/  |cx 20:38:03 |Duarte
Brochura
Investigador
Declaragéo de | Declaracao_Baia_Sul.pdf 12/04/2018| Joyce Aceito
L 20:35:55 [Duarte
Instituicao e
Infraestrutura
TCLE/ TCLE_projeto.docx 12/04/2018| Joyce Aceito
Termos de 20:31:14 |Duarte
Assentimento
/
Justificativa
de
Auséncia
Folha de FolhadeRosto.pdf 08/03/2018|Joyce Aceito
Rosto 10:30:08 |Duarte

Situacao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP: Nao
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FLORIANOPOLIS, 25 de Abril de 2018

Assinado por:
Luiz Eduardo Toledo (Coordenador)
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