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RESUMO

Introducédo: A Fibromialgia € uma sindrome reumética caracterizada por dor
difusa e crbnica. A sindrome é crénica com duvidosa possibilidade de cura. A
prevaléncia na populacdo mundial varia de 0,66 a 4,4%. Acredita-se que a
fibromialgia seja o resultado de mudangas anormais no processamento
sensorial da dor. Neste contexto, inserem-se os polimorfismos do gene T102C
do gene do receptor de serotonina HTR2A. O polimorfismo T102C do gene
HTR2A consiste na presenca de uma timina (T) ou citosina (C), definida por
uma transicdo de um T para C na posicdo nucleotidica 102. Trata-se de um
polimorfismo silencioso do gene do receptor HTR2A, que determinam niveis
de expressao génica diferentes. Objetivos: Determinar e comparar a
freqUéncia alélica e genotipica do polimorfismo T102C do gene do receptor de
serotonina HTR2A em um grupo de 48 mulheres diagnosticadas com
fibromialgia e 50 controles saudaveis. Metodologia: Para isso foi utilizada a
técnica de PCR-RFLP, a partir de DNA extraido de amostras de sangue
periférico obtidas do grupo controle e testes. A comparacao das freqtiéncias
alélicas e genotipicas foi feita por meio de teste Chi-quadrado. Resultados:
Os resultados demonstraram as frequéncias alélicas obtidas para os dois
grupos foram: T (46,9%) e C (53,1%). As frequéncias genotipicas encontradas
foram TT (22,9%); TC (47,9%) e CC (29,2%) para 0s pacientes com
fiboromialgia e TT (16%); TC (70%) e CC (14%) para o0s controles.
Conclusdes: A SFM é composta por multiplas caracteristicas que refletem
em uma diversidade de causas. Nossos resultados demonstraram que o
genodtipo CC foi significativamente mais comum nas pacientes com a SFM,

justificando parcialmente a menor resposta serotononérgica observada nesse

grupo.

Palavras-chave: Gene receptor de serotonina, genes candidatos, sindrome

reumatica, SNP.



ABSTRACT

Introduction: Fibromyalgia is a syndrome characterized by widespread chronic pain.
The syndrome is chronic with dubious possibility of healing. The prevalence in the
world population varies from 0,66 to 4,4 %. It is believed that fioromyalgia is the
result of abnormal changes in sensory processing of pain. In this context, are
inserted gene polymorphisms T102C gene HTR2A serotonin receptor. The HTR2A
gene T102C polymorphism is the presence of a thymine (T) or cytosine (C), defined
by a transition from T to C at nucleotide position 102. It is a silent polymorphism
receptor gene HTR2A, which determine the different levels of gene expression.
Objectives: To determine and compare the allele frequency and genotype of the
T102C polymorphism of the serotonin receptor gene HTR2A in a group of 48 women
diagnosed with fiboromyalgia and 50 healthy controls. Methodology: For this we used
the PCR- RFLP , from DNA extracted from peripheral blood samples obtained from
control and testing. The comparison of allele and genotype frequencies was
performed by Chi -square test. Results: The results showed allele frequencies
obtained for both groups were: T (46,9%) and C (53,1%). The TT genotype
frequencies were found (22,9%), TC (47,9%) and CC (29,2%) for patients with
fiboromyalgia and TT (16%), TC (70%) and CC (14%) for controls. Conclusions: The
FMS is composed of multiple characteristics that reflect a diversity of causes. Our
results showed a significantly higher frequency for the CC genotype in patients with
FMS, partially explaining the reduced serotoninergic response observed in such

patients.

Keywords: Gene serotonin receptor, candidate genes, rheumatic syndrome , SNP.
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1. INTRODUCAO

1.1 A Fibromialgia

A primeira descricdo presente na literatura de um quadro clinico semelhante
ao da fibromialgia foi de William Gowers em 1974, que descreveu uma sindrome
caracterizada por dor lombar e a presenca de dor a palpacdo de pontos dolorosos
localizados. Esse quadro foi denominado fibrosite' e considerado um quadro
inflamatério adjacente as estruturas sensiveis?.

O termo fibromialgia foi descrito pela primeira vez em 1976%** em um editorial
na 222 edicdo da revista Rheumatism Review da American Rheumatism Association.
Derivou do latim (fibra: fibra) e do grego (mio: musculo; e algia: dor)*. E uma
sindrome reumatica caracterizada por dor difusa e crbnica, caracterizada pelo
surgimento de pontos dolorosos & palpacdo, denominados “tender points™.
Freglentemente estd associada a fadiga, insOnia, rigidez matinal, perda de
memoéria, tontura, dor muscular generalizada®, parestesias de extremidades,
sensacdo subjetiva de edema e distdrbios cognitivos. E freqiiente a associacdo a
outras comorbidades, que contribuem com o sofrimento e a piora da qualidade de
vida destes pacientes. Dentre as comorbidades mais frequentes, incluem-se a
depressao, a ansiedade, a sindrome da fadiga crénica, a sindrome miofascial, a
sindrome do célon irritavel e a sindrome uretral inespecifica’.

A sindrome é cronica, com pouca ou nenhuma tendéncia & cura’®. Resulta de
anormalidades no processamento central de sinais algicos, provavelmente
resultantes da combinacdo de interacbes entre neurotransmissores, estressores
externos, perfis comportamentais, hormoénios e sistema nervoso simpatico®. Em
razao da dor e da cronicidade, essa desordem geralmente apresenta efeito negativo
na qualidade de vida dos pacientes®. No presente estudo, sera utilizado o termo
Sindrome da Fibromialgia (SFM).



1.2 Incidéncia e Prevaléncia

A prevaléncia da SFM na populacéo geral varia de 0,66 a 4,4 %°. A patologia é
de 10 a 20 vezes mais frequente em mulheres do que em homens, sendo mais
prevalente na faixa dos 35 aos 60 anos, em ambos os sexos'®. As mulheres s&o
mais acometidas tanto pela SFM como pela dor miofascial em comparacdo aos
homens, mas a percepcdo da dor relacionada ao género € detectada de forma
inconsistente™.

Vérios estudos investigaram a prevaléncia da SFM em diferentes populacdes.
Um desses estudos, realizado nos Estados Unidos'?, apresenta uma prevaléncia de
3,4% em mulheres e 0,5% em homens, com uma relagéo de aproximadamente 9:1.
Comumente a SFM pode se manifestar até os 70 anos e apos esta idade diminui
ligeiramente a probabilidade de ocorréncia. As criancas também estdo suscetiveis
com taxa de prevaléncia de 1,2% a 1,4%'3*. Para a SFM familiar, pesquisas
reportam que a relagdo sexo masculino/feminino entre os individuos afetados foi de
0,8 e 1,5 respectivamente, para o grupo estudado®®. Menor morbidade é observada
na Europa, onde a SFM afeta cerca de 1% de toda a popula(;éos. Acredita-se que
parentes de primeiro grau de pacientes com a SFM estédo 8 vezes mais suscetiveis a
desenvolver a doenca, quando comparados com a populacdo em geral’®. Em
pesquisas realizadas com gémeos, observou-se que a dor crénica generalizada, na
qual se insere a SFM, a hereditariedade é de 48 a 52%™ e h4 um componente
genético compartilhado com outros disturbios funcionais como a depressdo e a
ansiedade®’.

Em estudo realizado na América Latina, em Minas Gerais, Brasil, observou-se
gue a SFM é a segunda doenca reumatica mais comumente encontrada, com
prevaléncia de 2,5% na populag¢do, com maior acometimento dos individuos do sexo
feminino, das quais 40,8% se encontram na faixa etaria entre 35 e 44 anos de
idade’®. Pesquisas somente com mulheres na Noruega, constataram que a
incidéncia global da SFM é de 2,6%, e que 3,2% dos individuos estdo na faixa etéaria

entre 20 a 44 anos e 1,7% com idade 245 anos™®.
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A SFM é o segundo disturbio osteomuscular com maior incidéncia na populacéo,
precedendo a osteoartrose. Além disso, pode coexistir e afetar o curso de outras
doencas reumaticas. Estimou-se que 20% dos pacientes com Artrite Reumatdide e

50% dos pacientes com Lipus Eritematoso Sistémico apresentam a SFM%,

1.3 Fatores Etiol6gicos

Embora seja uma doenca reconhecida, a SFM tem sido pesquisada somente
h& trés décadas. A etiologia exata da SFM é desconhecida e nenhum fator isolado
pode levar a todos os sintomas da doenca. Estresse e patologias clinicas podem
desencadear sua manifestacdo’. Acredita-se que a SFM seja o resultado de
mudanc¢as anormais no processamento sensorial da dor, a partir de uma interacéo
entre neurotransmissores, extressores externos, fatores comportamentais,
hormonais e sistema nervoso simpatico?.

Uma reducao nos niveis de serotonina (5-HT) e de outros neurotransmissores
aumenta a sensibilidade a estimulos dolorosos e pode implicar na diminuicdo do
fluxo sanguineo nos musculos e tecidos superficiais de pacientes com a SFM.
Alteracbes no gene que codifica a proteina recaptadora de serotonina estdo
associados a fatores de risco de diversas desordens psiquiatricas®*?3, como a
depressdo, esquizofrenia, transtorno obsessivo compulsivo, agressividade,
alcoolismo e autismo?*.

Fatores como nascimento prematuro, a exposicao ao estresse, a privagao
materna excessiva e a utilizacdo abusiva de farmacos no periodo perinatal podem
influenciar o desenvolvimento neurobiolégico e psicoldgico, podendo ser causadores
de distirbios semelhantes aos relatados em portadores da SFM. As vias
nociceptivas de processamento da dor podem ser alteradas, com um impacto
potencial sobre o desenvolvimento da SFM na vida adulta®

Entre mulheres adultas, os disturbios do sono estdo intimamente associados
ao risco de desenvolver SFM. Mas, é desconhecido se a insdnia se desenvolve

como consequéncia da doenca, ou se é causadora do disturbio.” A associagao entre
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a SFM e os disturbios do sono apresenta progressao relacionada a idade, com
predominio em pacientes com faixa etaria =45 anos®®

Presume-se que a exposicdo de um individuo geneticamente prediposto a
uma série de agressdes ambientais pode levar ao desenvolvimento da SFM?'.
Estudos tém abordado a frequiéncia da sindrome em familias de pacientes com SFM
e sugerem que fatores genéticos e familiares podem desempenhar um papel
significativo na sua etiopatogenia®®.

A SFM é caracterizada por uma heranca genética marcante. Ha evidéncias da
influéncia dos polimorfismos dos genes dos sistemas serotoninérgicos,
dopaminérgicos e catecolaminérgicos na etiopatogenia da doenca. Estes
polimorfismos ndo sédo especificos para a SFM e séo igualmente associados a

outras comorbidades?’.
1.4 Sinais e Sintomas

O quadro clinico dos pacientes com a SFM frequentemente € polimérfico. Os
pacientes apresentam dor difusa e crbnica, envolvendo o0 esqueleto axial e
periférico. E comum a dificuldade de localizacdo da dor, muitas vezes apontando
regides peri-articulares, com inespecificidade da origem, se muscular, éssea ou
articular. O carater da dor € bastante variavel, podendo ser em queimacéo, em
pontada, sensacdo de peso, “tipo cansago” ou como uma contusdo. Ha relatos de
exacerbagdo dos sintomas relacionados ao frio, umidade, esfor¢o fisico, tenséo
emocional e mudanca climatica®®.

A SFM pode estar associada a fadiga, insonia, rigidez matinal, perda de
memoéria, tontura, dor muscular generalizada®®, parestesias de extremidades,
sensacao subjetiva de edema, particularmente de maos, antebracos e trapézios™ e
distarbios cognitivos. Dentre esta multiplicidade de sintomas, ainda € possivel
evidenciar cefaléias, zumbido, dor toracica atipica, palpitacdo, dor abdominal,
constipacdo, diarréia, dispepsia, tensdo pré-menstrual, urgéncia miccional,

dificuldade de concentracéo, falta de memodria, dentre outros sintomas relatados®!.
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No quadro 1 s&o apresentados os principais sintomas da SFM relacionados aos

diferentes sistemas.

Quadro 1. Associagao dos sintomas e sensacdes dolorosas vivenciados por muitos
pacientes com a SFM*2.

Gastrointestinal

Sindrome do célon irritavel
Hérnia de hiato

Refluxo gastroesofagico
Diarréia

Constipacéo Intestinal
Plenitude abdominal
Genituitario

Frequéncia miccional
Incontinéncia urinaria
Desconforto no assoalho pélvico
Cistite Intersticial

Neurologico

Cefaléias

Alteragdes Cognitivas

Ataxia

Parestesias

Sindrome das pernas inquietas
Evidéncias Laboratoriais
N&o h&a exames especificos para os sintomas
Psicolégicos

Depressao

Ansiedade

Culpa

Raiva

Frustracdo

Disturbios do sono
Incapacidade de concentragao
Dependéncia

Diversos

Aumento do indice de massa corpérea
Fadiga

Astenia

Descondicionamento

Edema de membros inferiores
Disfuncdo temporomandibular
Fenémeno de Raynaud
Rigidez matinal




1.5 Diagnd@stico

Apesar do elevado numero de estudos, ndo séo relatados métodos diagndsticos
ou tratamentos eficazes para essa doenca®. Seu diagnéstico é puramente clinico e
baseado na histdria clinica do paciente, onde os exames laboratoriais normalmente
apresentam-se sem alteracdes significativas®*. Eventuais exames subsidiarios
podem ser solicitados apenas para diagnostico diferencial. A completa compreenséao
da SFM requer uma avaliacdo abrangente da dor, da funcdo e do contexto
psicossocial®.

Além da dor, é importante avaliar a gravidade dos outros sintomas como fadiga,
distarbios do sono, do humor, da cogni¢éo e o impacto destes sobre a qualidade de
vida do paciente'. Os diagnésticos diferenciais que geralmente sdo considerados no
espectro da SFM sdo doencas somatoformes, especialmente o disturbio de
somatizacdo e o distdrbio de dor®.

Em muitos individuos que apresentam SFM ou dor neuropatica, sendo esta
ultima consequéncia de uma leséo direta no nervo ou de danos neurais ao tecido, a
doenca resulta em um processamento sensorial anormal. A dor neuropatica associa-
se ainda aos critérios diagnosticos para os principais transtornos depressivos. Os
individuos com SFM, seguidos dos que apresentam transtornos depressivos,
apresentam riscos significativos de desenvolverem alteracdes psiquiatricas®. A
depresséo e a ansiedade, em geral, estdo entre as comorbidades mais comuns da
SFM, com taxas de prevaléncia variando de 20 a 80% e de 13 a 63,8%,
respectivamente®’. A SFM pode ser associada a 25% das artrites reumatéides, 30%
dos lGpus eritematosos sistémicos e 50% das sindromes de Sjogren®.

A fisiopatologia das disfun¢des relacionadas a SFM inclui o comprometimento do
sistema neuroendocrino, na resposta ao estresse e alteracdes na funcdo dos
neurotransmissores e ainda na conectividade e estrutura cerebral®®>. O modelo
fisiopatologico que melhor descreve a SFM parte da observacdo de que o
aparecimento dos sintomas dolorosos ocorre de forma geralmente espontanea,

simétrica e num sentido craniocaudal, contrariando a hipétese de lesbes periféricas
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e sugerindo uma origem nervosa central para a sindrome®3°. O (nico achado
clinico importante € a presenca de sensibilidade dolorosa em determinados sitios
anatdémicos, chamados de tender points (Figura 1). Estes “pontos dolorosos” nao
sédo geralmente conhecidos pelos pacientes e normalmente n&o se situam na zona
central de dor por eles referida®.

Do ponto de vista diagnostico, a obtencdo de informacdes sobre a dor
generalizada e posterior avaliacdo para indicar pontos sensiveis é pertinente®.
Segundo os critérios do American College of Rheumatology (ACR) de 1990, o
diagnostico da SFM baseia-se na avaliacdo de no minimo de 11 pontos dolorosos
dos 18 pontos especificos (Tabela 2), por meio de digito-pressao®, com relato de dor
local e generalizada com duracéo de pelo menos 3 meses® “°. Pacientes com dor
cronica generalizada apresentam limiar de dor mais baixo e maior quantidade de

2941 se comparados & pacientes saudaveis. Os diagndsticos

pontos dolorosos
diferenciais, que geralmente sdo considerados na SFM, sao as doencas

somatoformes, especialmente o distlirbio de somatizacéo e o disttrbio de dor>.



Quadro 2 — Critérios de classificacédo para SFM de acordo com o ACR (1990)%°.

A. Relato de dor generalizada (em todos os itens abaixo):
1. Dor no lado esquerdo do corpo
2. Dor no lado direito do corpo
3. Dor acima da cintura
4. Dor abaixo da cintura
5. Dor na regido axial (coluna cervical, parte anterior do térax, coluna toracica

ou na regido lombossacra)

B. Dor induzida por pressédo digital em pontos dolorosos, a dor devera ser
relatada em pelo menos 11 dos 18 pontos que seguem:
1. Regiado occipital: ambos os lados, inser¢cées dos musculos suboccipitais
2. Parte inferior da coluna cervical: ambos os lados, localizada na regido
anterior dos processos transversos de C5-C7
3. Musculo Trapézio: ambos os lados, regido interna da borda superior
4. Musculo supra-espinhal: ambos os lados, origem e acima da espinha da
escapula
5. Segunda costela: ambos os lados, superficie lateral superior da segunda
juncao costocondral
6. Epicondilo lateral: ambos os lados, 2 cm distal a partir dos epicondilos
7. Musculo glateo: ambos os lados, regido superior, prega anterior do
musculo
8. Trocanter maior: ambos os lados, posterior a proeminéncia trocantérica

9. Articulacéo do joelho: ambos os lados, proximo ao condilo medial

Para efeitos de classificacdo, os critérios de avaliacdo A e B deverao ser cumpridos
e a dor generalizada persistir por pelo menos 3 meses. A palpacéo digital devera ser

realizada com uma presséo digital de aproximadamente 4 Kg?°.




f ©[
G’ \ Y i o—1—® '

Figura 1. Mapa corporal mostra os locais de incidéncia dos pontos dolorosos ou “tender
points” no sistema musculo-esquelético. Estes locais devem ser investigados através da
palpacdo digital, com a determinacdo da pontuacdo total relativa a dor do paciente.

(Adaptado: Sociedade Brasileira de Reumatologia, 2004%).

Atualmente existem 3 drogas aprovadas pela FDA (Food and Drug
Administration) para a SFM, incluindo a pregabalina (Lyrica; Pfizer, Inc), a duloxetina
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(Cymbalta, Eli Lily e Cia) e o Milnacipran (Savella; Forest Laboratories e Cypress
Bioscience)**.

Para a modalidade de tratamento néo farmacolégico, sdo utilizados exercicios
aerdbicos, tratamento fisioterapéutico, tratamento comportamental cognitivo,
terapias manuais e acupuntura®. Acredita-se que exercicios aerébicos podem
estimular sistemas analgésicos endégenos*, melhorando a qualidade do sono e

proporcionando bem estar fisico e mental*.

1.6 Possiveis Marcadores Moleculares Associados a Fibromialgia (SFM)

Os marcadores moleculares compreendem pequenas regides do DNA que
apresentam polimorfismo entre os individuos de uma espécie. Os polimorfismos de
nucleotideos Unicos (SNPs) constituem o tipo de variagdo mais comum do genoma
humano. Conceitualmente, SNPs correspondem as posicées onde ocorrem duas
bases alternativas consideraveis na populacdo humana, acima de 1%. Embora
muitas vezes ndo haja uma relacéo direta entre SNPs e 0 aparecimento de doencgas,
um namero crescente de polimorfismos tem sido identificados com envolvimento nas
bases moleculares de doencas genéticas. Além disso, os SNPs podem ser usados
como marcadores genéticos Uteis em estudos de desequilibrio de ligacdo, clonagem
posicional, construgcdo de mapas genéticos, associagdo com doencas comuns cujo
componente genético é mais complexo, como doengas cardiovasculares, auto-
imunes e psiquiatricas, e no entendimento das variacdes fenotipicas entre os
individuos em relacdo a propensao as doencas, resisténcia a exposicdo a agentes
toxicos e resposta a tratamentos diversos®’.

No que diz respeito a SFM, dezenove genes candidatos foram estudados até o
momento. Os genes associam-se principalmente aos aspectos da neurotransmisséao,
incluindo enzimas envolvidas na sintese de neurotransmissores, sistemas de
recaptacdo e degradacdo, além de receptores especificos dos neutransmissores
(Tabela 2).

O gene mais estudado em pacientes com SFM é o que codifica a COMT, a

catecol-O-metiltransferase, uma enzima que degrada neurotransmissores
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catecolaminérgicos, incluindo epinefrina, dopamina e norepinefrina®®. A variante
alélica V158M esta implicada na reducdo substancial da atividade enzimatica da
COMT e & sua maior termolabilidade®®. O SNP V158M da COMT foi investigado em
varios estudos. Associacbes significativas entre a SFM e este SNP foram

051 o do Mexico® sendo que

observadas em populacdes de Israel®, da Espanha
nestas duas Ultimas, outros polimorfismos também foram analisados como rs6269,
rs4633, rs4818, rs20907 e todos apresentaram associacdo com a SFM>!. Porém,
associacdes significativas ndo foram detectadas em populacées da Noruega® e da
Turquia®.

Outro gene bastante estudado em pacientes com SFM é o HTR2A
(hidroxytryptamine receptor 2A) que codifica um dos receptores da 5-
hidroxitriptamina (5-HT), um neurotransmissor também conhecido como serotonina e
gue apresenta multiplas fun¢des. Mutacbes no gene HTR2A estdo associadas com a
susceptibilidade a SFM, a esquizofrenia e ao transtorno obsessivo compulsivo
(TOC), dentre outras. Variacdes genéticas na regido regulatoria do gene 5-HT2A
podem contribuir para mudancas em sua expressdao. HTR2A esta localizado no
braco longo do cromossomo 13 (13g14-g21) (figura2) e contém trés éxons e dois

I

introns distribuidos por 20 kb>**°.

I o i3 [ S Il OH B < B B B

Figura 2: Localizagdo cromossdmica do gene HTR2A (Fonte:
http://www.ncbi.nIm.nih.gov/LocusLink/).

Dentre varios polimorfismos genéticos investigados em pacientes com a SFM,
associacOes significativas foram detectadas entre os genes receptores alfa-1-
adrenérgicos (ADRA1A)*®, receptores beta-2-adrenérgicos (ADRB2)°, gene do
receptor de dopamina D4 (DRD4)*’, gene da enzima monoaminooxidase (MAO-A)*®,
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gene do inibidor de protease (SERPINA1) e do gene transportador de serotonina
(SLCA4, polimorfismo 5-HTTLRP)>*

Polimorfismos dos genes dos receptores de serotonina 3A (HTR3A)%,
receptor de serotonina 3B (HTR3B)%, receptor de dopamina 3D (DRD3)%,
transportador de dopamina (DAT)%, monoaminooxidase-B (MAO-B)>®, sintase do
éxido nitrico endotelial (e NOS)®, receptor de taquiquinina NK1 (TACR1)®?, alfa-1
antripsina (ATT)®, do gene interleucina-4 (IL-4)®* e do gene polimorfismo 5-HTTLPR
- VNTR do intron 2 (SLC6A4)®" também foram investigados, porém, ndo foram
detectadas associacdes significativas entre estes marcadores e a SFM (Tabela 3).

Outro polimorfismo bastante estudado em pacientes com a SFM é o T102C
do gene HTR2A. Dois estudos observaram uma maior propor¢do do genétipo 102TT
em pacientes com SFM, associando também este fendtipo com os maiores escores
de dor na SFM®®®’. Entretanto, em outros trés estudos, associaces entre
polimorfismo T102C e a SFM n&o foram detectadas®*°.

Uma série de estudos sobre genes candidatos a SFM tem sido publicados com
amostras relativamente pequenas, portanto ha escassez de dados sobre a

associacéo de polimorfismos dos genes candidatos®.



Tabela 1. Genes Candidatos em Pacientes com SFM°7°,

GENE

COMT
(Catechol-O-
metiltransferase)

MARCADOR
GENETICO

rs4680

(V158M)

rs4680
(V158M)

rs4680
(V158M)

rs4680
(V158M)

rs4680
(V158M)

rs4680
(V158M)

N° DE

CASOS

1529

46

50

209

80

57

78

N° DE

CONTROLES

1488

40

51

152

91

33

80

SEXO

M/F

M/F

M/F

ETNIA

Noruega

Espanha

Brasil

Israel

Turquia

México

Espanha

RESULTADOS

N&o apresenta associacao.

Gendétipos mais frequientes nos pacientes
com SFM e no grupo controle: MM e VM.

Gendétipos mais freqlientes em pacientes
com SFM e do grupo controle: L/L

Houve menor frequiéncia do alelo M no
grupo controle.

N&o houve associacdo. Genétipos
ligeiramente mais frequientes A/G tanto em
pacientes com SFM, quanto em pacientes
do grupo controle.

Gendtipo AG mais fregliente em pacientes
com SFM, e gendtipo GG com maior
freqiiéncia no grupo controle, em pacientes
do México.

Gendétipo AG mais frequiente tanto em
pacientes com SFM, quanto no grupo
controle em pacientes da Espanha
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HTR2A
(Hidroxitripta
mina receptor

rs6269

rs4633

rs4818

rs20907

T102C

T102C

57

78

57

78

57

78

57

78

168

58

88

80

33

80

88

80

89

80

115

58

M/F

México

Espanha

México

Espanha

México

Espanha

México

Espanha

Alemanha

Turquia

Gendtipo AA mais fregliente tanto em
pacientes com SFM, quanto no grupo
controle em pacientes do México.

Genotipo AG mais freqgliente tanto em
pacientes com SFM, quanto no grupo
controle em pacientes da Espanha.
Gendtipo CT mais freqiiente em pacientes
com SFM, e genétipo CC com maior
freqiiéncia no grupo controle em pacientes
do México.

Genodtipo CT mais fregliente tanto em
pacientes com SFM, quanto no grupo
controle em pacientes da Espanha.
Gendtipo CC mais freqliente tanto em
pacientes com SFM, quanto no grupo
controle em pacientes do México.

Genodtipo CG mais freqiiente em pacientes
com SFM, e genotipo GG mais freqiiente em
grupo controle em pacientes da Espanha.
Gendtipo AA mais freqliente em pacientes
com SFM, e gendtipos AA e AG com a
mesma freqiiéncia em pacientes do grupo
controle.

Gendtipo AG maior freqiiente tanto em
pacientes com SFM, quanto em pacientes do
grupo controle em pacientes da Espanha.
Genotipo 102TT com reduzida expresséo;
Genotipo 102TT associou-se a maiores
escores de dor.

N&o apresentou associacdo. Genotipo
102TT associado ao limiar de dor mais
baixo.

[51]

[51]

[51]

[51]

[66]

[68]
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HTR2A
T102C
HTR2A
T102C

HTR2A
T102C

SlLAEA Multiplos SNPs
allRE 2 Maltiplos SNPs

ADRA1A
(receptor alfa-1
adrenérgico)

ADRAI1A

rs1383914
ADRA1A

rs1048101

rs574584

80

34

51

48

48

78

78

78

91

36

51

62

62

48

48

48

M/F

M/F

M/F

Turquia

Alemanha

Brasil

Caucasiano

Caucasiano

México

Espanha

México

Espanha

México

N&o apresentou associagéo.

Genbtipo 102TT com expresséao diminuida
em pacientes com a SFM; Gend6tipo 102TT

apresentou maiores escores de dor.

N&o apresentou associacgao significativa.

N&o apresenta associacao.

Nao apresenta associagao.

Gendtipo AA mais freqliente tanto em
pacientes com SFM, quanto no grupo
controle em pacientes do México.
Genotipo AA mais fregliente tanto em
pacientes com SFM, quanto no grupo
controle em pacientes da Espanha.
Genodtipo AG mais freqliiente tanto em
pacientes com SFM, quanto no grupo
controle.

Genotipo AG mais freqgliente tanto em
pacientes com SFM, quanto no grupo
controle em pacientes da Espanha
Gendtipo CT mais freqiiente tanto em
pacientes com SFM, quanto no grupo
controle em pacientes do México.
Genodtipo CT mais freqliente tanto em
pacientes com SFM, quanto no grupo

(53]

[67]

[21]

[60]

[60]

[56]

[56]

[56]
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- Espanha controle em pacientes da Espanha.

ADRA1A Gendtipo AA mais fregliente tanto em
rs573542 78 48 F México pacientes com S_FM, quanto,np grupo [56]
controle em pacientes do México.
Genotipo AA mais freqliente tanto em
Espanha pacientes com SFM, quanto no grupo
controle em pacientes da Espanha.

ADRB2 Genotipo AG mais freqliiente tanto em
(receptor beta-2
adrenérgico)

pacientes com SFM, quanto no grupo [56]
controle em pacientes do México.
Genotipo AG mais freqliente tanto em
pacientes com SFM, quanto no grupo
controle em pacientes da Espanha.
Genotipo CC mais freqliente tanto em
pacientes com SFM, quanto no grupo
controle em pacientes do México.
Genotipo CC mais freqgliente tanto em
pacientes com SFM, quanto no grupo
controle.
ADRB3 Genodtipo TT mais freqiiente tanto em

(recepto’r b_eta—3 14994 78 48 = México pacientes com SFM, quanto,np grupo

adrenérgico) controle em pacientes do México.
Gendtipo TT mais freqiiente tanto em
pacientes com SFM, quanto no grupo
controle em pacientes da Espanha.
Genotipo ser-ser e ser-gly com maior
freqliéncia em pacientes com SFM e gly-gly
com maior freqiiéncia no grupo controle.

rs1042713 78 48 F México
Espanha
rs1042714 78 48 F México [56]
Espanha
[56]
Espanha
Ser9Gly 37 36 F Canada

[61]

DRD4
(receptor de
dopamina D4)

VNTR no éxon 81 458 F e 7 repeticoes DRD.

3

[57]




DAT
(transportador
de dopamina)

MAO A
(Monoaminooxi
dase)

IL-4
(Interleucina-4)

e NOS3
(Sintase do
oxido nitrico

endotelial)

TACR1
(Receptor da
substancia P)

VNTR 87
rs6323 62
Promotor 107

VNTR
G941T 62

MAO B
intron 13 G/A 107

VNTR do
intron 3 62
Glue298Asp 96

(G894T)
G1354C 87

200

101

90

101

90

101

79

200

M/F

M/F

M/F

Israel

Taiwan

Turquia

Taiwan

Turquia

Taiwan

Turquia

Israel

Nao apresenta associacao.

N&o apresenta associacao.

N&o houve diferenca significativa. Ha
probabilidade do alelo 3 estar associado ao
fator de risco.

Gendtipo TG mais frequente em pacientes
com SFM e no grupo controle.

N&o houve diferenca significativa. Ha
probabilidade do alelo 3 estar associado ao
fator de risco.

N&o houve diferenca significativa,
predominio ligeiramente maior do genétipo
T/G.

N&o apresenta associacao.

N&o apresenta associacéo.

N&o apresenta associacao.

(62]

[64]

[99]

[54]

[58]

[64]

[63]

[62]
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SERPINA1
(inibidor de
protease)
SLC6A4
(transportador

de serotonina)

SLC6A4

SLC6A4

E342K

AT-PI

5-HTTLPR

5-HTTLPR, 17
bp VNTR no
intron 2

5-HTTLPR

87

238

62

53

99

200

111

110

60

559

M/F

M/F

Israel

Espanha

Alemanha

Turquia

I§raell
Arabia

Aumento da freqiiéncia Pi*Z.

Aumento da freqiiéncia do genétipo SS
(SHTTPLR).

N&o apresenta associacao.

SHTTLPR (aumento significativo na
freqiiéncia do gendtipo SS em ambas as
etnias) .

(62]

[71]

[72]

[59]

(65]
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Em pesquisa realizada com marcadores moleculares na Sindrome da Fadiga
Crbnica (SFC) foi relatado que 25 minutos de exercicio moderado aumenta a
expressdo dos genes do sistema metabdlico, adrenérgico e imunologico em
pacientes com SFM e SFC quando comparados ao grupo controle’”. O aumento da
expressdo génica leva conseqiientemente, ao aumento no numero de receptores de
metabolitos, ocasionando dor muscular aguda e fatiga crénica’. Foram pesquisados
os receptores do Canal I6nico de Sensibilidade ao Acido (ASICS3), os Receptores
Purinérgicos tipo 2X (P2X4, P2X5), e o Receptor Valindéide do tipo | de Potencial
Transitério (TRPV1)".

Dois estudos’*"

, sugeriram que a SFM familiar apresenta um modelo de
heranca autossdmica dominante. Um deles’® mostrou preponderancia do sexo
feminino, e mostrou a existéncia de uma fase latente, caracterizada por consisténcia
muscular anormal a palpacdo. Este estudo demonstrou que 70% dos filhos de
pacientes com SFM séo afetados, uma taxa que excede consideravelmente o
esperado a partir da heranca autossémica dominante (50%) e sugere diagnosticos
diferenciais para a sindrome. Outro estudo com 40 familias com mdltiplos casos
confirmou a existéncia de um possivel gene para a SFM, que esta relacionada com
a regido HLA, porém apresentando uma fraca associa(;éo76.

Em analise de 58 filhos de 20 maes com a SFM, 16 filhos (28%)
apresentaram a SFM. A razdo homem/mulher entre as pessoas afetadas foi de 0,8%
e 1,5% respectivamente®®. Em outro estudo, foram analisadas 30 mulheres com a
SFM e 117 parentes proximos como pais, irmdos, irmas, filhos e maridos’’. A
prevaléncia foi de 26% entre os parentes, comparado a 19% entre seus maridos. A
correlacdo com o género foi de 14% para o sexo masculino e 41% para 0 sexo
feminino”’.

Estudos analisaram variacdes genéticas na regido promotora do gene
transportador de serotonina (5-HTT) em 62 pacientes com SFM e 110 controles
saudaveis. Uma maior frequiéncia do genotipo S/S foi encontrada em pacientes com
SFM (31%) em comparacdo com controles saudaveis (16%). O subgrupo S/S
apresentou maiores niveis de depressdo e alteracdes psiquicas. Os resultados
denotam alteragdo no metabolismo da 5-HT em pelo menos um subgrupo de

pacientes com SFM"2,
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O modo de heranca da SFM é desconhecido, mas sugere-se que seja
poligénica. Fatores ambientais como trauma mecanico e trauma emocional podem
desencadear o desenvolvimento da SFM em individuos geneticamente

predispostos’®.
1.7 As Vias Serotoninérgicas
1.7.1 Localizacao

Os corpos celulares dos neurbnios contendo 5-HT estdo concentrados na
ponte e na parte superior do bulbo, proximos aos nucleos da rafe mediana. Os
ndcleos situados anteriormente projetam-se difusamente para o cortex, hipocampo,
ndcleos da base, sistema limbico e hipotadlamo™. As células que estdo localizadas

caudalmente se projetam para o cerebelo, bulbo e medula espinhal”® (Figura 3).
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Figura 3: Sistema Serotoninérgico. Os corpos dos neurdnios serotoninérgicos estdo
localizados no tronco cerebral, nos nlcleos da rafe. Estes neurbnios se projetam para
muitas areas cerebrais como o cortex, os ganglios da base, cerebelo, tAlamo, area limbica
(hipocampo e amigdala) e medula espinhal. Os diferentes subtipos de 5-HT tém distribuicéo
especifica no cérebro®.

1.7.2 Associacado da Serotonina a Sindrome Fibromialgica

Estudos sobre os receptores de 5-HT como possiveis transmissores do
sistema nervoso central (SNC) iniciaram em 1953, quando foi descoberta a
dietilamida do acido lisérgico (LSD), um farmaco alucindbgeno, com funcéo
antagonista da 5-HT nos tecidos periféricos, sugeriu-se que seus efeitos centrais
poderiam também estar relacionados a esta funcdo®*®..

A 5-HT est& possivelmente envolvida na fun¢do neuroenddcrina e nos ritmos
circadianos. E um dos muitos neurotransmissores que participam do controle
hipotalamico da glandula pituitaria, particularmente na regulacdo da
adrenocorticotropina (ACTH), prolactina e secrecdo do horménio de crescimento.

Acdes da serotonina nos receptores 5-HT1A , 5- HT2A , 5- HT3 e 5- HT4 parecem
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estar envolvidos nos efeitos sobre o eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal®®. Outras
possiveis funcdes atribuidas a 5-HT estdo associadas as varias fun¢cdes anatbmicas
e enddcrinas, como a regulacdo da temperatura corporal, da pressdo sanguinea e
da funcao sexual®.

Papel relevante na funcdo normal do cérebro é atribuido a 5-HT, onde
modula respostas comportamentais, o controle do humor e das emocbes, o0
comportamento alimentar, o controle do sono/despertar, o controle da memoria, dos
vomitos e das vias sensitivas®®. Disfuncdes das vias serotoninégicas sdo traduzidas
em alteracOes globais de atencdo, alucinacdes, alteracbes comportamentais, do
sono, vigilia, humor, comportamento alimentar, além do controle de transmissao
sensorial, como das sensacées dolorosas®.

Substratos funcionais para a hip6tese de percepcdo dolorosa de pacientes
com a SFM incluem a elevacdo da concentracdo de substancia P e os disturbios
metabolicos do metabolismo da 5-HT®. A substancia P é neuropeptideo da familia
das taquicininas, um neurotransmissor nociceptivo responsavel entre outras funcoes,
pela modulacdo e sensacdo de dor e liberado em resposta a estimulos dolorosos
mecénicos. A liberacdo aumentada da substancia P € influenciada pelos baixos
niveis de 5-HT®.

Métodos quantitativos de testes sensoriais tém identificado anormalidades na
percepcéo da dor pelos pacientes com a SFM, apresentando baixo limiar de dor em
comparacdo a controles saudaveis®> As vias descendentes inibitérias de dor, que
partem de estruturas do tronco encefélico para os diversos niveis segmentares de
medula, também parecem estar envolvidas na fisiopatologia da SFM. Este
processamento anormal da dor pode estar associado as altera¢cdes do metabolismo
da 5-HT, que implicam na reducéo da atividade do Sistema Inibidor de Dor, com
uma consequente elevacdo da resposta dolorosa frente a estimulos algiogénicos, ou
mesmo, 0 aparecimento de dor espontanea. O principais neurotransmissores
envolvidos no funcionamento do Sistema Inibidor de Dor sédo a 5-HT e noradrenalina
ao nivel do tronco encefalico e as dinorfinas e encefalinas a nivel segmentar
medular®. Em pacientes com SFM, niveis reduzidos de 5-HT foram detectados no

28,86

liquor e soro, assim como 0s niveis dos seus precursores O mesmo foi

observado com os niveis de receptores plaguetarios e séricos para essa substancia.
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Outra hipotese para a reduzida atividade da 5-HT em pacientes com a SFM é que
seus receptores apresentem algum tipo de diferenca funcional®”.

Polimorfismos do gene codificador de receptores para 5-HT foram
identificados em pacientes com a SFM® indicando mais uma evidéncia de disfuncéo
na resposta a estimulos dolorosos, além de constituir uma explicacdo para o habitual
agrupamento familiar de pacientes portadores de dor crbnica, generalizada ou nao
747677 Estudos de pacientes com evidéncia de dor demonstram que o polimorfismo
do gene receptor HTR2A pode influenciar nas diferencas individuais de sensibilidade
a dor',

Algumas drogas de amplo uso terapéutico exercem sua funcdo analgésica
através da via serotoninérgica. Outros farmacos utilizados no tratamento da dor
cronica tém como mecanismo de acdo a inibicdo ou bloqueio da recaptacdo da
serotonina e noradrenalina. Os antidrepressivos s80 0S principais representantes
deste grupo de drogas e alguns possuem uma acdo mais seletiva sobre a

recaptacéo da 5-HT, os inibidores seletivos de recaptacdo da serotonina (ISRS)®°.
1.8 Mecanismo de Acao da Serotonina

A 5-HT tem efeito inibidor juntamente com um efeito modulador geral da
atividade psiquica. Assim, a 5-HT influencia quase todas as fungdes cerebrais,
inibindo ou estimulando o sistema GABAérgico. E dessa forma que a 5-HT regula o
humor, o sono, a atividade sexual, o apetite, o ritmo circadiano, as funcodes
neuroenddcrinas, a temperatura corporal, a sensibilidade a dor, a atividade motora e
as funcées cognitivas®’.

As projecBes serotoninérgicas para a medula espinal estdo envolvidas na
percepcéao da dor, regulagéo visceral e controle motor, enquanto as projecdes para o
prosencéfalo sdo importantes na modulacdo do humor, na cognicdo e na funcgéo
endécrina®. A liberacéo de 5-HT ocorre primariamente através de varicosidades. Ao
contrario das sinapses, que formam contatos firmes com neurénios-alvo especificos,
as varicosidades liberam grandes quantidades de neurotransmissor a partir de
vesiculas presentes no espaco extracelular, estabelecendo gradientes de

concentracdo de neurotransmissor nas areas de projecéo das varicosidades®.
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As células que contém 5-HT nos nucleos da rafe projetam-se amplamente
através do cortex cerebral, enquanto a dopamina apresenta um padrdao mais focado
de projecbes. Cada um desses sistemas possui auto-receptores pré-sinapticos
proeminentes, que controlam as concentragdes locais de transmissores®®. Essa
auto-regulagédo resulta em uma descarga coordenada, produzindo ondas
espontaneas e sincronicas de atividade, que podem ser medidas como frequéncias
de descarga. Por exemplo, as células nos nucleos da rafe habitualmente
apresentam descargas numa taxa de 0,3 a 7 picos por segundo. Como a frequiéncia
de descarga nédo se modifica rapidamente, a quantidade de transmissor liberado em
cada descarga €é razoavelmente bem conservado, e a concentracdo de
neurotransmissor nas proximidades das varicosidades € mantida dentro de uma
estreita faixa®.

A 5-HT é sintetizada a partir do aminoacido triptofano. A enzima triptofano
hidroxilase (TPH) converte o triptofano em 5-hidroxitriptofano. A seguir, a L-
aminoacido aromatico descarboxilase converte o 5-hidroxitriptofano em serotonina
(Fig. 4). Essas enzimas sao encontradas no citoplasma dos neurdnios
serotoninérgicos, tanto no corpo celular quanto nos processos celulares. A 5-HT é
concentrada e armazenada no interior de vesiculas localizadas nos axénios, corpos
celulares e dendritos®. O ciclo metabélico da serotonina envolve a sua sintese,
captacdo em vesiculas sinapticas, exocitose, recaptacdo na fenda sinaptica e, a
seguir, degradacdo. Pode ocorrer regulacdo dos niveis de neurotransmissao da 5-

HT em qualquer uma dessas etapas®® .
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Figura 4. Sintese da 5-HT: A 5-HT é sintetizada a partir do aminoécido triptofano em duas
etapas: a hidroxilacdo do triptofano, para formar 5-hidroxitriptofano, e a descarboxilacédo
subsequente desse intermediario, produzindo a 5-HT. A triptofano hidroxilase € a enzima
que limita a velocidade nessa via®.

A 5-HT é estritamente regulada por retroalimentacéo inibitoria, por meio de
auto-receptores. Os auto-receptores pré-sinapticos de 5-HT respondem a aumentos
locais das concentracdes de 5-HT através de sinalizacdo de proteinas G inibitérias,
0 que leva a uma reducédo dos niveis de AMPc, resultando em atividade diminuida
da proteina cinase A e da calcio-CaM cinase Il. Como a fosforilagcdo da TPH
aumenta a sua atividade, a reducdo da atividade da cinase resulta em sintese
diminuida de 5-HT®. Essa alca de auto-regulacdo pode fornecer uma explicacdo

para o tempo de acéo observado para os antidepressivos®.
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7

A 5-HT é transportada em vesiculas por intermédio do transportador de
monoaminas vesicular (VMAT, vesicular monoamine transporter). Este € um
transportador inespecifico de monoaminas, que é importante no acondicionamento
vesicular da dopamina (DA) e da epinefrina (EPI), bem como da 5-HT. A reserpina
liga-se irreversivelmente ao VMAT e, portanto, inibe o acondicionamento da DA, da
NE, da EPI e da 5-HT em vesiculas®.

Os transportadores envolvidos na recaptacdo seletiva da serotonina (SERT)
removem a 5-HT da fenda sinaptica de volta ao neurdnio pré-singptico. Os
transportadores da recaptacdo seletiva de monoaminas sdo proteinas que
atravessam 12 vezes a membrana e que acoplam o transporte do neurotransmissor

ao gradiente de sédio transmembranar®®9.

Ao contrario do VMAT, que € um
transportador inespecifico de monoaminas, os transportadores de recaptacdo de
monoaminas exibem seletividade, alta afinidade e baixa capacidade para cada
monoamina especifica. Os transportadores seletivos de monoaminas, que incluem o
SERT, o transportador de norepinefrina (NET) e o transportador de dopamina (DAT),
também sdo capazes de transportar as outras monoaminas, porém com menor
eficiéncia®.

O SERT localizado na regido pré-sinaptica € determinante para a regulacao
da transmissdo de 5-HT, uma vez que controla a disponibilidade de 5-HT no local
dos receptores pds-sinapticos®. A proteina SERT é expressa em densidade elevada
na regido medial e dorsal nos nudcleos da rafe, nicleo caudado, putamen e tadlamo,
mas em densidades relativamente baixas no cértex®. Mais especificamente, a SERT
estd localizada em corpos celulares no ndcleo da rafe e sobre os axénios
serotoninérgicos e terminacdes nervosas. Tanto os receptores cerebrais de 5-HT
como a proteina SERT podem responder a alteracdes crénicas em niveis de 5 -
HT93,94.

A principal via de degradacdo da serotonina é mediada pela MAO
(monoaminooxidase) e, por conseguinte, os IMAO (inibidores de
monoaminooxidase) possuem efeitos significativos sobre a neurotransmissao
serotoninérgica. Os IMAO séo classificados com base na sua especificidade para as
isoenzimas MAO-A e MAO-B e de acordo com a reversibilidade ou irreversibilidade
de sua ligac&o. Ao inibir a degradag¢ao das monoaminas, os IMAO aumentam a 5-HT

e a NE (noradrenalina) disponiveis no citoplasma dos neurdnios pré-sinapticos®. O
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aumento dos niveis citoplasmaticos dessas monoaminas leva ndo apenas a um
aumento na captacdo e no armazenamento da 5HT e da NE nas vesiculas
sinapticas, como também a algum extravasamento constitutivo das monoaminas na

fenda sinaptica, (figura 5)%
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Figura 5. Regulacao pré-sinaptica da neurotransmissao da serotonina. A 5-HT é sintetizada
a partir do triptofano em uma via de duas reacdes: a enzima que limita a velocidade é a
triptofano hidroxilase. Tanto a 5-HT recém-sintetizada quanto a reciclada séo transportadas
do citoplasma para o interior de vesiculas sinpticas pelo transportador de monoaminas
vesicular (VMAT). A neurotransmissao € iniciada por um potencial de a¢do no neurdnio pré-
sinaptico, que acaba produzindo a fusdo das vesiculas sindpticas com a membrana
plasmatica, através de um processo dependente de Ca2+. A 5-HT é removida da fenda
sinaptica por um transportador seletivo de 5-HT, bem como por transportadores nao-
seletivos de recaptacdo. A 5HT pode estimular os auto-receptores HTR1D, proporcionando
uma inibicdo por retroalimentacdo. A 5-HT citoplasmatica é seqlestrada em vesiculas
sinapticas pelo VMAT ou degradada pela MAO mitocondrial®.
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1.9 Receptores de 5-HT

Multiplos subtipos de receptores de 5-HT foram caracterizados e todos eles, a
excecao de um, estdo acoplados a proteina G. Em geral, a classe de receptores
HTR1 inibe a adenilil ciclase, a classe HTR2 aumenta a renovacdo do
fosfatidilinositol, e as classes HTR4, HTR6 e HTR7 estimulam a adenilil ciclase. O
Unico canal iénico regulado por ligante conhecido é o receptor HTR3, embora varios
subtipos de receptores de 5-HT ainda ndo estejam totalmente caracterizados®®. O
receptor HTR1A é expresso tanto nos corpos celulares serotoninérgicos dos nacleos
da rafe quanto em neurénios pés-sinapticos no hipocampo, e a sua ativacao resulta
em diminuicdo dos niveis de AMPc (adenosina monofosfato ciclico)®®. O receptor
HTR1D pré-sinaptico media os mecanismos auto-inibitérios da neurotransmissao da
5-HT nos terminais ax6nicos. A sinalizacdo dos receptores HTR2A e HTR2C é
excitatéria e baixa o limiar de descarga neuronal. O receptor HTR2A é heterogéneo
e distribuido em concentracdes elevadas em varias areas corticais®™. Os receptores
HTR2A no cérebro sédo expressos principalmente em neurbnios piramidais
glutamatérgicos, neurdnios colinérgicos, e interneurdnios GABAérgicos*®. Entretanto,
existe uma consideravel superposi¢do na expressado dos subtipos de receptores, e a
importancia fisiolégica dessa superposicéo ndo esta bem elucidada®®.

As vias descendentes inibitorias de dor, que partem de estruturas do tronco
encefalico para os diversos niveis segmentares da medula, também parecem estar
envolvidas na fisiopatologia da SFM. Esse conjunto de estruturas € denominado
Sistema Inibidor de Dor e o0s principais neurotransmissores envolvidos no seu
funcionamento séo a serotonina e noradrenalina ao nivel do tronco encefalico e as
dinorfinas e encefalinas a nivel segmentar medular®’.

As alteragdes do metabolismo de 5-HT implicam na reducédo da atividade do
Sistema Inibidor de Dor, com uma consequente elevacdo da resposta dolorosa
frente a estimulos algiogénicos ou mesmo o aparecimento de dor espontanea®®°.
Deste modo, somam-se evidéncias de uma atuacdo nao coordenada dos
mecanismos de nocicepcdo e de inibicdo da dor, resultando numa percepcgao

aumentada da dor®.
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1.10 - Estudos que avaliaram o polimorfismo T102C no receptor HTR2A em

pacientes com fibromialgia.

O polimorfismo T102C do gene do receptor HTR2A consiste na presenca de
uma timina (T) ou citosina (C), na posicdo 102 do gene, com trés possiveis
genotipos TT, TC ou CC. Trata-se de um polimorfismo silencioso do gene receptor
HTR2A, definido por uma transicdo de um T para C na posicéo nucleotidical102%
As sequéncias TCT ou TCC codificam a serina, por isso é denominado polimorfismo
silencioso, pois a sequéncia de aminoacidos ndo €é modificada. Todavia, é
considerado um polimorfismo funcional, pois os alelos T e C determinam niveis de
expressao génica diferentes. Estudos funcionais demonstram que a ocorréncia do
alelo C, em comparacao ao alelo T, determina uma diminuicdo aproximada de 20%

na expressao génica, reduzindo, portanto a quantidade de receptores™®.



Tabela 2. Meta-analise das frequéncias genotipicas e alélicas do polimorfismo T102C no gene HTR2A.

Pacientes
com a SFM
(n=168)
Pacientes
Controles
(n=115)
Pacientes
com a SFM
(n=58)
Pacientes
Controles
(n=58)
Pacientes
com a SFM
(n=80)

Pacientes
Controles
(n=91)

Gendotipos

TT (%)

19°(11%)

27 (23%)

11 (19%)

14 (24,1%)

22 (27,%)*

22 (27,5%) 2

Gendtipos

TC (%)

87 (52%)

50 (44%)

29 (50%)

31 (53,4%)

31 (38,7%)"

42 (46,3%)"

Gendtipos

CC (%)

62 (37%)

38 (32%)

18 (31%)

13 (22,4%)

27 (33,8%)°

20 (21,9%)°

Frequéncia

Alélica T

0,37

0,45

0,51 (45%)

0,59 (51%)

0,53¢

0,45¢

Frequéncia

Alélica C

0,63°

0,55

0,65 (55%)

0,57 (49%)

0,47

0,55

Sexo

F=142
M=26

F=60

M=55

F=116

F=171

Idade

média

47anos

42 anos

40 anos

37 anos

4Genotipo=0,023

®Alelo= 0,07

P>0,05

4Gen6tipo=0,13
®Genotipo=0,13
‘Genotipo=1,00

%alelo T=0,17
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Pacientes

com a SFM 25,49 49,02 25,49 ) ) F=49 50 anos P=0,05 [21]
(n=51) M=2

Pacientes 4Genotipo=0,28

comaSFM  8(23,5%)* 19 (56%)" 7 (20,5%) 51,5%° 48,5% F=a1 48 anos  °Genotipo=0,052 [67]
(n=34) “alelo=0,12
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Investigar a prevaléncia do polimorfismo T102C do gene do receptor de

serotonina HTR2A em pacientes com a SFM e controles.

2.2 Objetivos Especificos

1) Determinar a frequéncia alélica e genotipica do polimorfismo T102C do gene
receptor de serotonina HTR2A em um grupo de 48 mulheres diagnosticadas com
a SFM e 50 controles saudaveis.

2) Comparar a frequéncia alélica e genotipica do polimorfismo T102C do gene
receptor HTR2A nos dois grupos de mulheres.

3 - METODOLOGIA

3.1 — Aspectos Eticos

Por envolver a participacdo direta de seres humanos, esta pesquisa foi
devidamente cadastrada, pela internet, no Sistema Nacional de Informacdes Sobre
Etica em Pesquisa envolvendo Seres Humanos (SISNEP), 6rgdo pertencente ao
Conselho Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP). A pesquisa recebeu o nimero
de cadastro CAAE-0115.0.168.000-10, sendo posteriormente submetida ao Comité
de Etica em Pesquisa da Pontificia Universidade Catolica de Goias (CEP-PUC-GO),
no dia 3 de setembro de 2010, e aprovada no dia 26 de novembro do mesmo ano. O
certificado de aprovacdo do CEP-PUC-GO apresenta-se em sua forma integra no
Anexo | ao final deste estudo.

Para garantir a participacdo segura das voluntarias neste estudo, foi redigido
um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), que também foi submetido
ao processo de aprovacgdo pelo CEP-PUC-GO e, apés liberado, foi lido e assinado
por todas as voluntarias participantes desta pesquisa. O TCLE encontra-se em sua

forma plena no Apéndice | ao final deste estudo.
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3.2 - Grupos de Pesquisa

O grupo de estudo foi composto por 48 mulheres diagnosticadas com a
SFM, selecionadas por randomizagdo computadorizada do grupo total de pacientes
regulares da Clinica de Reumatologia do Centro de Reabilitacdo e Readaptacéo Dr.
Henrique Santillo (CRER), em Goiania, Goias. As 48 pacientes com diagndstico
comprovado da SFM, ao serem recrutadas receberam uma primeira explicacao
sobre os objetivos da pesquisa, bem como sobre os procedimentos envolvidos em
sua participacédo (coleta de sangue) e bem como sobre a importancia desta pesquisa
no avanco rumo ao melhor entendimento dos fatores etiolégicos da SFM.

O grupo controle foi composto por 50 participantes, porém todas saudaveis,
sem qualquer sinal de dor muscular crénica e difusa. Estas voluntarias saudaveis
foram selecionadas pela Dra. Angela Maria Costa de Souza, médica
neurofisiologista do CRER, dentro do grupo de funcionarias da instituicdo, buscando-
se a0 maximo a equiparacdo da faixa etaria com as participantes do grupo de
estudo.

3.3 = Critérios de Incluséo

Pacientes do sexo feminino, com diagndstico clinico comprovado de fibromialgia
h& mais de seis meses, com idade de 30 a 60 anos, em atendimento regular no
Ambulatério de Reumatologia do CRER, que estivessem em tratamento clinico, sem
grau de parentesco proximo com funcionarios do CRER e que aceitassem participar
do projeto e assinar o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE). Para a
composicdo do grupo controle, foram aceitos individuos do sexo feminino,
assintomaticos, com a mesma faixa etaria do grupo randomizado para o estudo, que
nao possuissem parentes proximos sem tratamento da SFM no CRER, também

submetidos a aceitacéo e assinatura do TCLE.

3.4 - Critérios de Excluséao
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Pacientes diagnosticadas com fibromialgia ndo comprovado ha 03 meses com
parentes préoximos em tratamento com SFM no CRER, que nédo estivessem
realizando o tratamento clinico regular e que ndo se enquadrem nos parametros da

pesquisa.

3.5 - Procedimentos da Coleta de Sangue Periférico

Apés confirmarem participacdo, as pacientes foram submetidas a
agendamento no CRER, quando receberam novamente informagbes com SFM
sobre 0s objetivos e a metodologia da pesquisa, além de serem convidadas a
assinar o TCLE. A leitura dos termos da pesquisa, a assinatura do TCLE foi

realizada em sala apropriada disponibilizada pelo CRER.

A seguir, as participantes foram levadas ao Laboratério de Analises Clinicas
do CRER, para a coleta das amostras de sangue periférico. Elas receberam
imediatamente um numero de identificacdo, fornecido pelo préprio laboratério,
permanecendo cego para os pesquisadores até o final das analises do polimorfismo.
As amostras de sangue foram coletadas a vacuo por profissionais legalmente
habilitados, pertencentes ao Laboratério de Andlises Clinicas do CRER. Foram
usados tubos contendo EDTA como anticoagulante, seguindo diretamente para o
armazenamento em camara fria no mesmo local. Ap6s a coleta de sangue, de
pacientes e controles, foram levadas para o Laboratério de Diversidade Genética da

PUC-Goias, onde foram realizadas as analises moleculares.

3.6 — Extracdo de DNA das Amostras de Sangue Periférico

As amostras de sangue, coletadas pela equipe do Laboratério de Andlises
Clinicas do CRER, foram usadas para extracdo e purificacdo de DNA, no
Laboratorio de Diversidade Geénetica da PUC-GO, utilizando o Kit Wizard —

Promega. A extracao foi realizada segundo o protocolo fornecido pelo fabricante.

3.7 — Andlise Molecular do Polimorfismo T102C do Gene Receptor de
Serotonina HTR2A.
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Um fragmento do gene HTR2A, contendo 352bp, foi amplificado usando
oligonucleotideos iniciadores descritos por Gursoy®®. Esses oligonucleotideos
(senso: 5-HT2A-F 5-CTGTCT GCT ACA AGT TCT GGC TTT-3’, 5-HT2A- R5-CTG
CAG CTT TTT CTC TAG GGG-3’) permitem a amplificagcdo de um fragmento do
gene HTR2A contendo o polimorfismo T102C. A extracado de sangue foi realizado
com o Kit comercial Purelink (Invitrogen). Um fragmento do gene HTR2A contendo
352 bp, foi amplificado usando oligonucleotideos iniciadores descritos por Gursoy®.
As reacOes de PCR foram realizadas em um volume total de 25 pml, contendo 50 ng
de DNA, 0,6 pmol de cada primer, 200 umol de dTNPs, 10 mmol/l de MgCL, e Taq
polimerase. O protocolo de amplificacdo incluiu 35 ciclos, com uma etapa de
desnaturacdo a 95° C por 30 segundos, seguida de anelamento a 60° C e uma
extensdo a 72° C. ApGs a amplificacdo por PCR, 20 ul do produto amplificado foi
submetido a digestdo por 14 horas co 20 Ul da enzima Mspl (Roche Molecular
Biochemicals). Apds a digestédo, os fragmentos de restricdo foram analisados por
eletroforese em gel de poliacrilamida a 8% e as bandas visualizadas pela coloragao
com nitrato de prata. A digestdo do fragmento de 352 pb do gene HTR2A resulta em
fragmentos de 215bp e 126 pb, quando o alelo C esta presente. O fragmento ndo é
digerido quando o alelo T esta presente. Desta forma, para os individuos
homozigotos (TT), um fragmento com 352 pb é visualizado, enquanto para 0s
heterozigotos (TC), fragmentos com 342 pb, 215 pb e 126pb sé&o visualizados. Para

os homozigotos (CC), duas bandas com 215 pb e 126 pb séo visualizadas no gel.

3.8 Anédlise Estatistica

A andlise estatistica dos dados foi realizada por meio do software GenePop®
Webversion 4.1.0. A utilizacdo deste programa permitiu avaliar as frequéncias
alélicas e genotipicas das populacdes caso e controle. A comparacdo das

frequéncias alélicas e genotipicas foi feita por meio do teste Chi-quadrado.
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4 - RESULTADOS

4.1 — Descri¢cdo dos grupos caso e controle

O grupo de pacientes foi composto por 48 mulheres portadoras da SFM, com
média de idade de 50,3 anos (+ 6,6). Ja o grupo controle foi composto por um total
de 50 voluntérias saudéaveis, pertencentes ao quadro de funcionarios do CRER, com
média de idade de 45,9 anos (+ 7,2).

4.2 — Analises Moleculares

As amostras de DNA obtidas do sangue periférico de pacientes (n=48) e
controles (n=50) foram submetidas a amplificagdo génica por PCR, resultando em
um fragmento de 342 pb. A digestdo deste fragmento com a enzima Mspl resulta
em dois fragmentos (215 pb e 126 pb), quando o alelo “C” esta presente, e no
fragmento intacto (342 pb), quando o alelo “T” esta presente. Todas as amostras
incluidas no estudo apresentaram resultados satisfatorios. A figura 6 mostra um gel

de poliacrilamida utilizado para a analise molecular deste estudo.

CC CC TC TC CC TTr TC TC CC TC TC (-) Padrio pb
400 pb
300 pb

200 pb

100 pb

Figura 6: Gel de poliacrilamida a 8% corado com nitrato de prata, mostrando bandas
de fragmentos génicos correspondentes aos alelos 102C e 102T. A canaleta (-)
representa o controle negativo da amplificacdo e a ultima canaleta contém um
padrédo de peso molecular de DNA com bandas de 100, 200, 300 e 400 pares de
bases, respectivamente
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4.3 — Frequéncias alélicas e genotipicas referentes ao polimorfismo T102C do
gene do receptor HTR2A entre populacdes caso (SFM) e controles.

As frequéncias dos alelos 102T e 102C foram respectivamente de 46,9%
(45/96) e 53,1% (51/96) para os pacientes com fibromialgia. Para o grupo controle
51% (51/100) e 49% (49/100) (Tabela 4). Ndo houve diferenca estatisticamente
significativa entre as frequéncias alélicas obtidas para os dois grupos estudados
(P=0,6184).

Tabela 3: Frequéncias alélicas relativas ao polimorfismo T102C do gene HTR2A em
pacientes com fibromialgia e controles

Grupos de estudo Alelos =T Alelos - C Total de Alelos
n (%) n (%)

Pacientes 45 (46,9%) 51(53,1%) 96

Controles 51(51%) 49(49%) 100

As frequéncias genotipicas encontradas para os casos foram de (11/48) para
0s homozigotos TT,; 47,9% (23/48) para heterozigotos TC e 29,1% (14/48) para
homozigotos CC. No grupo controle, as frequéncias genotipicas encontradas foram
de 16% (8/50) homozigotos TT; 70% (35/50) para heterozigotos TC e 14% (7/50)
para homozigotos CC (tabela 6). Diferenca estatisticamente significativa foi
observada entre as frequéncias genotipicas obtidas para os dois grupos estudados
(P=0,0048)

Tabela 4: Comparacao entre as frequéncias genotipicas de pacientes com SFM e
controles.

Grupos de estudo Genotipos Total
TT CT CcC
n (%) n (%) n (%)
Pacientes 11(22,9%) 23 (47,9%) 14 (29,2%) 48
Controles 8 (16 %) 35 (70%) 7(14%) 50

Total por gendétipo 19 (19,4%) 58 (59,2%) 21 (21,4%) 98




38

5. — DISCUSSAO

O polimorfismo T102C do gene do receptor HTR2A em 168 pacientes com a
SFM e 115 controles saudaveis, com idade média de 47 anos, em Munigue e Bad
Sackingen, na Alemanha. Entre os individuos do estudo, 84% pertenciam ao sexo
feminino. Foi utilizada um escala de contagem de pontos dolorosos (tender point
count — TPC) e o SPN T102C do gene receptor de serotonina HTR2A foi avaliado
por Reagdo em Cadeia da Polimerase/ Polimorfismo no Comprimento de
Fragmentos de Restricdo (PCR-RFLP). Resultados mostram uma distribuicédo
genotipica diferenciada em pacientes com a SFM, com uma menor freqiéncia do
gendtipo 102TT (11% com SFM e 23% controles) e um aumento dos genotipos
102TC e 102CC (juntos 89% com a SFM e 77% controles) em comparag¢ao ao grupo
controle. Todavia, o aumento do alelo C102 ficou aguém de significancia. Em
contrapartida, o escore de dor foi significantemente mais alto em pacientes com
gendtipo 102TT. Foi sugerido que o polimorfismo 102TC pode estar envolvido nos
circuitos complexos de nocicepgéo® (Figura 4).

O polimorfismo T102C do gene do receptor de HTR2A foi investigado em 58
pacientes com SFM e 58 controles saudaveis, com idade média de 42 anos, todos
pertencentes a mesma etnia e area geografica na Turquia. O SPN T102C do gene
receptor de serotonina HTR2A foi avaliado por Reacdo em Cadeia da Polimerase/
Polimorfismo no Comprimento de Fragmentos de Restricdo (PCR-RFLP). Os grupos,
0s gendtipos 102CC, 102TC e 102TT do gene 5-HT foram representados em 31%
(22,4% nos controles), 50% (53,4%), e 19% (24,1%) dos pacientes com a SFM e
controles, respectivamente. As frequéncias génicas e alélicas para o SNP T102C do
gene do receptor 5-HT2A n&o foram significativamente diferentes entre pacientes e
controles®. O estudo conseguiu relacionar o gendtipo 102TT aos sintomas
psiquiatricos da SFM, mas ndo a propria sindrome. Concluiu-se, portanto, que o
polimorfismo T102C ndo esta diretamente envolvido na etiologia da SFM, mas
poderia haver um desequilibrio de ligacdo da variante funcional, que ainda tende a
ser elucidado®®.

Outro estudo analisou 80 mulheres com a SFM e 91 pacientes do grupo

controle com idade média de 40 anos, todos os individuos da pesquisa possuiam a
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mesma origem étnica e residia na mesma area geografica, na Regido Costeira do
Mar Negro, na Turquia. O SNP T102C do gene HTR2A foi avaliado por Reacdo em
Cadeia da Polimerase/ Polimorfismo no Comprimento de Fragmentos de Restricao
(PCR-RFLP). Uma escala visual analégica (EVA), que auxilia na afericdo da
intensidade da dor no paciente e questionario de qualidade de vida, o revised
symptom checklist-90 (SCL-90 R) foram utilizados. O estudo ndo mostrou diferenca
significativa entre pacientes acometidos pela SFM e o grupo controle com relacéo ao
polimorfismo T102C do gene receptor de HTR2A?, com resultados semelhantes ao
de Gursoy et al®®.

O polimorfismo T102C no receptor de HTR2A foi analisado em outro estudo,
em Ribeirdo Preto, Sdo Paulo, Brasil. Participaram da pesquisa 51 pacientes com
SFM e 51 controles saudaveis, com idade média de 50 anos. Os resultados deste
estudo ndo demonstraram associagfes significativas entre o polimorfismo genético
T102C do gene HTR2A com a SFM na populagdo brasileira. Resultados
semelhantes foram relatados por Gursoy et al®® e Tander et al®® em pacientes turcos.

O meio ambiente também influencia a saude humana, e neste contexto, um
estudo analisou a interagéo entre a variabilidade do gene HTR2A e a percepcao da
qualidade ambiental sobre a susceptibilidade & SFM®. A pesquisa utilizou uma
amostra total de 70 pacientes, sendo 34 com a SFM e 36 controles saudaveis,
caracterizada predominantemente pela colonia de origem alema em Novo Hamburgo
no Rio Grande do Sul, Brasil, com idade média de 48 anos. O SPN T102C do gene
receptor de serotonina HTR2A foi avaliado por Reacdo em Cadeia da Polimerase/
Polimorfismo no Comprimento de Fragmentos de Restricdo (PCR-RFLP) e ainda foi
solicitado as pacientes que respondessem ao questionario WHOQOL-100, para
andlise da qualidade de vida relacionada ao ambiente®’. Foi observado uma
frequéncia genotipica diminuida de homozigotos 102TT e aumentada de portadores
do alelo 102C entre pacientes com SFM em brasileiros com descendéncia alema®’.
Estes resultados sdo similares ao estudo de Bondy et al.®®
intensidade da dor que foi maior no genoétipo 102TT do SNP T102C do gene HTR2A
em pacientes com SFM, em comparacdo aos controles. Os resultados do

, porém diverge na

guestionario WHOQOL-100 sugerem que dificuldades financeiras e principalmente,
a falta de atividades de lazer e de oportunidades de aprendizado podem ser 0s

fatores relacionados ao desenvolvimento de sindromes cronicas como a SFM®’.
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O polimorfismo T102C nao impede a expressdo e nao altera a estrutura do
gene receptor HTR2A, portanto seu envolvimento na SFM € indireto. Acredita-se que
exista um desequilibrio de ligacdo com uma variante funcional verdadeira, que talvez
faca parte da regido promotora ou de outras regides regulatérias do gene, reduzindo
seus niveis de expressdo e conseqiientemente o nimero de receptores HTR2A em
individuos com SFM!%193,

O sistema serotoninérgico € um importante componente do controle
sensorial da dor’’. Fatores que afetam as atividades desse sistema ocasionam
aumento da sensibilidade a estimulos dolorosos®**. O receptor HTR2A é um
componente essencial do sistema serotoninérgico, estando sua expressao sob
controle génico. Os polimorfismos dos genes que codificam o receptor podem afetar
o estado funcional do mesmo e, por sua vez, a atividade serotoninérgica®. O
polimorfismo T102C estd localizado no éxon 1, na regido promotora do gene,
permitindo um papel na regulacdo do gene®. Este estudo teve como obijetivo
investigar a prevaléncia do polimorfismo T102C do gene do receptor de serotonina
HTR2A em pacientes com a SFM na populacdo brasileira, pois até o momento
houve somente um estudo®, com origem étnica brasileira. Dois estudo abordaram

individuos de origem alem&®®®’

53,68

e 0s demais foram realizados com a populacao
turca

A SFM é mais encontrada no sexo feminino, com faixa etaria de 35 a 60 anos
na populacéo mundial, e na populacéo brasileira de 34 a 44 anos'®, o que diverge da

nossa pesquisa e do estudo com individuos portadores da SFM no Brasil*

em que a
idade média & de 50 anos. As idades médias dos demais estudos mostraram média
de idade de 44,25 anos®’. Nosso estudo ainda abordou populacdo homogénea,
individuos do sexo feminino, com mesma origem étnica e regido geogréfica,
contraria aos estudos de Bondy et al.,*®.

A amostra utilizada em nosso estudo foi de 50 pacientes com a SFM e 49
controles saudaveis. Os estudos realizados por Gursoy et al.,®® Matsuda et al.*
utilizaram amostra semelhante. Do ponto de vista evolutivo, na espécie humana o
alelo T é a mutacdo ocorrida e o alelo C é o selvagem. A frequéncia dos alelos é
equilibrada na espécie humana independente da etnia, acredita-se que esta seja
uma mutacdo evolutivamente precoce. O equilibrio na frequéncia alélica,

independentemente da etnia varia de 45 a 55% o que favorece a utilizacdo do
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polimorfismo T102C em estudos, pois diminui a quantidade de individuos da
amostra'®.

Relacionado a frequéncia genotipica do polimorfismo T102C, nosso estudo
detectou diferencas significativas entre os dois grupos estudados. Os individuos com
a SFM apresentaram menor frequéncia do genétipo TC (47,9%) em relagdo ao
controle (70%). Estes resultados s&o similares aos encontrados por Matsuda et al**
Acredita-se que sejam necessarias outras associacdes como fatores ambientais,
comportamentais, estressores externos e hormonais estejam atuando em conjunto
para as manifestacdes da SFM?.

Por outro lado, o gendtipo TT foi mais frequénte em pacientes com a SFM
(22,9%), comparado aos controles (16%), corroborando com o0s resultados
apresentados por Matsuda et al*:. E importante ressaltar que os resultados na
frequéncia dos gendtipos TT, TC e CC similares foram evidenciados por Matsuda et
al.?

Com relacdo ao processamento da dor em individuos acometidos pela SFM,
acredita-se que o surgimento dos sintomas dolorosos na SFM ocorra de forma
geralmente espontanea, simétrica e num sentido craniocaudal, contrariando a
hipotese de lesbBes periféricas e sugerindo uma origem nervosa central para a
SFM*. Estudos evidenciam uma atuacdo ndo coordenada dos mecanismos de
nocicepcao e de inibicdo da dor em pacientes com a SFM resultando em uma
hiperalgesia e alodinia®”.

Achados recentes sugerem que o gendtipo CC estd associado a menores
niveis de expressdo do receptor HTR2A®’. Foi observado menores niveis de 5-HT
tanto no sangue quanto no liquor de pacientes com a SFM. Assim entendemos que
pacientes com genétipo CC podem apresentar menor resposta as acées da 5-HT,

justificando as maiores frequéncias deste fenotipo nos pacientes com a SFM.

6. — CONCLUSAO

A SFM é composta por multiplas caracteristicas que refletem em uma

diversidade de causas. Nossos resultados permitem concluir que:
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A) Nas pacientes com a SFM, a frequéncia do alelo T foi 46,9% e a do alelo C
foi 53,1%, enquanto que no grupo controle, a frequéncia do alelo T foi 51% e
a do alelo C foi 49%;

B) Nas pacientes com a SFM, as frequéncias genotipicas foram: TT= 22,9%,
TC=47,9% e CC=29,2%, enquanto que no grupo controle, as frequéncias
genotipicas foram: TT=16%, TC=70% e CC=14%.

C) O gendtipo CC foi significativamente mais comum nas pacientes com a SFM,

justificando parcialmente a menor resposta serotononérgica observada nesse

grupo.
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APENDICE |

PONTIFICIA UNIVERSIDADE CATOLICA DE
GOIAS

PROGRAMA DE MESTRADO ACADEMICO EM GENETICA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Goiania, 31 de agosto de 2010.

Vocé esta sendo convidado(a) a participar como voluntario, em uma pesquisa
cientifica. Meu nome é Marcelo Watanabe de Matos, sou o pesquisador responsavel
e minha area de atuacéo € a Fisioterapia em Ortopedia e Traumatologia. Apos ler
com atencao este documento e ser esclarecido(a) sobre as informacdes a seguir, no
caso de aceitar fazer parte deste estudo, assine ao final deste documento, que esta
em duas vias. Uma delas é sua e a outra é do pesquisador responsavel. Em caso de
davida sobre a pesquisa, vocé podera entrar em contato com 0 pesquisador
responsavel, Dr. Marcelo Watanabe de Matos, pelos telefones: (62) 3251-0800 / (62)
8429-3838. Se desejar deixar de fazer parte desta pesquisa, a qualquer momento,
vocé ndo saré penalizado de forma alguma. Em casos de maiores duvidas quanto a
sua participacdo nesta pesquisa, vocé podera entrar em contato com o Comité de
Etica em Pesquisa da PUC-Goias pelos telefones 3246-1070 ou 3246-1431.
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INFORMACOES SOBRE A PESQUISA

Titulo do projeto: ANALISE DO POLIMORFISMO T102C DO RECEPTOR DE
SEROTONINA (5-HT2A) EM PACIENTES COM FIBROMIALGIA E CONTROLES

Pesquisador responsavel: Fernanda Aparecida Vargas de Brito e Alves

Contatos: (64) 3671-2814 ramal 246 / (64) 8116-6065

Objetivos: o objetivo desta pesquisa € esclarecer a participacdo de algumas

mutacdes genéticas no surgimento da Fibromialgia.

Procedimentos: para este estudo, serd necessaria apenas 01 amostra de
sangue, que sera coletada por funcionarios do Laboratério de Analises Clinicas
do CRER, com seringas descartaveis e materiais apropriados para a coleta,

como luvas de procedimento e mascaras.

Acompanhamento: sua participagdo serd feita pela coleta da amostra de
sangue. Sendo assim, o tempo Maximo que vocé precisard para participar sera
de 05 minutos. Durante este tempo, vocé sera acompanhado pelo pesquisador e

por um enfermeiro do CRER, que fara a coleta do sangue.

Grupos: caso vocé seja paciente cadastrado no CRER, vocé faré parte do grupo
de estudo dos genes contidos no sangue. Caso nao seja paciente do CRER,
vocé fara parte, entdo, do grupo de comparacao dos resultados. Os dois grupos

sédo fundamentais para a pesquisa e tém igual importancia nos resultados.

Riscos: esta pesquisa nao possui grandes riscos a sua saude, pois todo o
material usado na coleta de sangue sera esterilizado e descartavel, e o Unico
procedimento que pode gerar uma dor leve e momentanea € a aplicacdo da
agulha durante a coleta do sangue. Todos os procedimentos serdo realizados por

profissionais especializados do CRER. Porém, caso ocorra qualquer acidente
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durante a coleta de sangue ou caso vocé se sinta mal, a equipe médica do
CRER Ihe prestara a assisténcia necesséaria, de forma total e imediata,

gratuitamente.

Danos recorrentes da pesquisa: a coleta de sangue € um procedimento
simples e comum, ndo havendo efeitos colaterais causados pelo uso de agulha
descartavel. Entretanto, a coleta de sangue pode causar um leve desconforto,
semelhante ao de uma injecdo na veia e em alguns casos, pode deixar uma
pequena mancha roxa, que habitualmente melhora em algumas horas ou em

poucos dias.

LesOes causadas pela pesquisa: a coleta do sangue nédo provoca reacoes
colaterais, e serd realizada somente apds o seu consentimento total, sendo que
vocé tem o direito de desistir da pesquisa a qualquer momento, mesmo antes da

coleta do sangue.

Direito de ressarcimento e indenizagcao: qualquer prejuizo que vocé entenda
que tenha sido causado pela sua participacdo na pesquisa, sera passivel de
indenizacdo a ser paga pelo pesquisador, que se compromete a acatar uma
possivel decisao judicial legalmente estabelecida, desde que seja comprovada a

relacdo do dano pessoal com a participacdo na pesquisa.

Sua participagcdo neste estudo é voluntaria, ndo havendo portanto,

remuneragao ou pagamento de qualquer tipo.

Beneficios: sua participacdo nesta pesquisa pode ajudar a descobrir novos
tratamentos para a Fibromialgia, além de novos métodos de diagnosticar esta

doenca.

Participacdo: vocé precisard doar uma amostra de sangue apenas 01 vez, ndo

sendo preciso que retorne para outras coletas.

Periodo: esta pesquisa sera feita até dezembro de 2010, onde os resultados

serdo divulgados em revista cientifica.
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e Sigilo dos dados: todas as suas informagdes serdo mantidas sob absoluto
sigilo, onde o seu nome nao sera divulgado, ou qualquer resposta que tenha

colocado no questionario de sintomas.

e Garantia de recusa: vocé tem a garantia total de poder desistir de sua
participacdo na pesquisa a qualquer momento, sem prejuizo qualquer de seu

tratamento no CRER, ou em qualquer outro centro de saude, publico ou privado.
e Garantia de exclusividade da pesquisa: os dados obtidos nesta pesquisa
serdo utilizados somente para ela, ndo sendo repassados, em hipétese alguma,

para outro estudo ou outro centro de ensino e pesquisa.

e Garantia de ressarcimento de despesas: suas despesas decorrentes da

participacéo nesta pesquisa serdo totalmente ressarcidas pelo pesquisador.

Nome do pesquisador:

Assinatura do pesquisador:

Data: / /
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CONSENTIMENTO DE PARTICIPAC;AO PESSOAL COMO VOLUNTARIO DA
PESQUISA
Eu,

RG: CPF: / abaixo assinado, concordo em
participar do estudo ANALISE DO POLIMORFISMO T102C DO RECEPTOR DE
SEROTONINA (5-HT2A) EM PACIENTES COM FIBROMIALGIA E CONTROLES

sob a responsabilidade da pesquisadora Fernanda Aparecida Vargas de Brito e

Alves, como sujeito voluntario. Declaro que fui devidamente informado e esclarecido
pela pesquisadora sobre os termos da pesquisa, 0s procedimentos envolvidos,
assim como 0s possiveis riscos e beneficios decorrentes de minha participacao.
Certifico que me foi garantido o direito de poder retirar meu consentimento a
gualquer momento, sem que isto leve a qualquer penalidade ou interrup¢céo de meu

acompanhamento, assisténcia ou tratamento.

Local e data:

Nome e Assinatura do sujeito ou responsavel:

Nome e assinatura do Pesquisador Responsavel:

Presenciamos a solicitacdo de consentimento, esclarecimento sobre a pesquisa e

aceite do sujeito em participar.

Testemunhas (ndo ligadas a equipe de pesquisadores):

Nome:

Assinatura:

Nome:

Assinatura:

ObservagGes complementares
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PONTIFICIA UNIVERSIDADE CATOLICA DE GOIAS
PRO-REITORIA DE POS-GRADUACAO E PESQUISA

Av. Ui ria, 1069 @ Setor L

Caixa Postal 86 ® CEP 74605-010

Goiénia ® Goids ® Brasil

Fone: (62) 3946.1070 ® Fax: (62) 3946.1070
www.pucgoias.edu.br ® prope@pucgoias.edu.br

Registro CEP 1563/2010

DECLARACAO

Declaramos para os devidos fins que o Projeto ANALISE DE
POLIMORFISMOS GENETICOS EM PACIENTES COM FIBROMIALGIA,
coordenado pelo (a) pesquisador (a) Marcelo Watanabe de Matos foi cadastrado no
Comité de Etica em Pesquisa da Pontificia Universidade Catolica de Goias (CEP-
SGC/PUC Goias) sob o CAAE 0115.0.168.000-10, em 03/09/2010 e aprovado em
26/11/2010.

e CEP-SGC/PUC Goias pode, a qualquer momento, fazer escolha aleatéria
de estudo em desenvolvimento para avaliagdo e verificagdo do
cumprimento das normas da Resolugdao 196/96 (Manual Operacional Para
Comités de Etica em Pesquisa — item 13).

e Informamos que é obrigatéria a entrega do relatério de acompanhamento
da pesquisa, conforme a categoria de pesquisa realizada, em
cumprimento da Resolugao 196/96 do Conselho Nacional de Saude.

e Modelo do relatorio de acompanhamento da pesquisa se encontra no site
do Comité de Etica http://www.pucgoias.edu.br/cep - modelos
documeritos.

Categorias de pesquisa

TCC: Final da pesquisa
Especializagcédo: Final da pesquisa
Mestrado: Relatério anual e final
Doutorado: Relatério anual e final
Outros: Relatério anual e final

Prof. Dr. José‘Rodriguesldo :éarmo Filho

Coordenador do CEP-SGC/PUC Goias

Goiania, 26 de novembro 2010.
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