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RESUMO

Introducéo: A fibromialgia pode ser definida como uma sindrome de dor musculo-
esquelética difusa e cronica, de carater ndo inflamatorio. Com processos etioldgicos
ainda néo elucidados, esta patologia tem assumido um papel cada vez mais importante
no cenario mundial, com uma prevaléncia estimada de 2% da populacéo. Atualmente, o
possivel mecanismo patolégico mais discutido € o de uma alteragdo na percep¢éo da
dor, mediada por neurotransmissores excitatérios e inibitérios no Sistema Nervoso
Central. Neste contexto, inserem-se 0s opidides enddgenos e seus receptores
correlatos. O gene OPRML1 codifica o principal receptor opiéide, denominado receptor
mu-opidide, cujo polimorfismo de nucleotideo Unico (SNP) na posicdo 118 (A118G)
afeta significativamente a resposta aos opidides enddgenos e sintéticos. Objetivos: Os
objetivos deste estudo foram comparar a frequéncia do polimorfismo A118G no gene
OPRM1 em dois grupos de mulheres, incluindo 50 afetadas pela fibromialgia e 49 ndo
afetadas, bem como investigar as possiveis associacdes entre o polimorfismo A118G e
os sintomas clinicos e funcionais da doenca. Metodologia: Os sintomas clinicos e
funcionais do quadro algico das pacientes foram avaliados por meio do Questionario de
Impacto da Fibromialgia (do Inglés: Fibromyalgia Impact Questionnaire — FIQ). O
polimorfismo A118G do gene OPRML1 foi analisado por meio da reacdo em cadeia de
polimerase seguida de andlise de polimorfismos de comprimento de fragmentos de
restricdo, a partir de DNA extraido de amostras de sangue periférico obtidas dos dois
grupos de mulheres. Andlise estatistica descritiva e comparativa foi realizada a partir
dos resultados obtidos. Resultados: A analise dos resultados dos sintomas clinicos e
funcionais do quadro algico das pacientes com fibromialgia, obtidos por meio do FIQ,
comprovaram a gravidade do quadro clinico das pacientes selecionadas neste estudo.
As frequéncias alélicas obtidas para os dois grupos foram: A (86,0%) e G (14,0%) para
as pacientes com fibromialgia e A (87,8%) e G (12,2%) para 0s controles. As
frequéncias genotipicas encontradas foram AA (74,0%); AG (24,0%) e GG (2,0%) para
pacientes com fibromialgia e AA (77,6%); AG (20,4%) e GG (2,0%) para os controles.
Conclusdes: Nenhuma diferenca estatisticamente significativa foi detectada entre o
grupo de pacientes com fibromialgia e as pacientes do grupo controle. O polimorfismo
A118G do gene OPRM1 néo esteve associado com os sintomas clinicos e funcionais
do quadro algico das pacientes analizadas neste estudo.

Palavras-chave: Receptores opiodides, Sindromes dolorosas, SNP, FIQ



ABSTRACT

Introduction: Fibromyalgia can be defined as a syndrome of chronic and diffuse
musculoskeletal pain, with non-inflammatory characteristics. With the etiological
processes still unclear, this disease has assumed an increasingly important role
worldwide, with a prevalence of 2% estimated in the world population. Currently, the
most discussed pathological mechanism for the disease is a change in pain perception
mediated by excitatory and inhibitory neurotransmitters in the central nervous system. In
this context are very relevant targets the endogenous opioids and their correlated
receptors. The OPRM1 gene encoding the major opioid receptor called mu-opioid
receptor, presents a single nucleotide polymorphism (SNP) at position 118 (A118G) that
significantly affects the response to endogenous and synthetic opioids. Objectives: The
objectives of this study were to compare the frequency of A118G polymorphism in the
OPRML1 gene in two groups of women, including 50 women affected by fibromyalgia and
50 unaffected, as well as to investigate the possible associations between the A118G
polymorphism with clinical and functional symptoms of the disease. Methodology:
Patient’s clinical and functional pain symptoms were assessed by using the
Fibromyalgia Impact Questionnaire (FIQ). The A118G polymorphism of the OPRM1
gene was analyzed by polymerase chain reaction followed by analysis of restriction
fragment length polymorphism DNA was extracted from peripheral blood samples
obtained from the two groups of women. Descriptive and comparative statistical analysis
were performed and the results obtained. Results: The results of clinical and functional
pain symptoms from fibromyalgia patients, obtained by the FIQ, confirmed the clinical
severity of the patients selected in this study. The allele frequencies obtained for the two
groups were: A (86,0%) and G (14,0%) for patients with fiboromyalgia and A (87,8%) and
G (12,2%) for controls. The AA genotype frequencies were found (74,0%) and AG
(24,0%) and GG (2,0%) for patients with fibromyalgia and AA (77.6%) and AG (20.4%)
and GG (2,0%) for the controls. Conclusions: No statistically significant difference was
detected between the group of patients with fiboromyalgia and control patients. The
A118G polymorphism of the OPRM1 gene was not associated with clinical and
functional pain symptoms of the patients analyzed in this study.

Key words: Opioid receptors, Pain syndromes, SNP, FIQ
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1 - INTRODUCAO

1.1 - Definicdo de Fibromialgia

A Fibromialgia (FM) € descrita como uma sindrome de dor musculo-esquelética
cronica multifocal, de carater ndo inflamatorio e etiologia desconhecida, que provoca o
surgimento de pontos musculares sensiveis a palpacao, denominados “Tender Points”,
em locais especificos do corpo, sem sinais de patologia organica detectavel em exames
laboratoriais e de imagem (Provenza et al., 2004). Como principais caracteristicas,
concomitantes as dores musculares difusas, estdo presentes o cansaco e a fadiga
crdnicos, 0 sono nao repousante e multiplos pontos dolorosos musculares, detectados

ao exame fisico por pressao digital (Provenza et al., 2004; Podolecki et al., 2009)

1.2 — Historico da Fibromialgia

A descrigdo inicial da FM foi realizada no ano de 1904, quando Willian Gowers
criou o termo “fibrosite” (Smith et al., 2011). J& em 1977, Smythe e Moldofsky
substituiram o termo “fibrosite” por fibromialgia, criando a relacdo de seus primeiros
critérios diagnodsticos e estimulando, nesta época, uma cascata de mais de 60
pesquisas, que levaram a um maior reconhecimento da patologia pela comunidade
cientifica internacional (Podolecki et al., 2009; Wolfe et al.,1990).

Inicialmente, a FM foi considerada uma sindrome resultante de processos de
somatizacdo, devido ao alto grau de alteragcbes emocionais experimentadas pelos
pacientes, bem como por sua frequente associacdo com um quadro psicologico
depressivo. Entretanto, com a rapida evolucao cientifica, a partir da década de 80, a FM

passou a ser reconhecida como uma sindrome dolorosa cronica real, de carater ndo
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inflamatoério e de etiologia desconhecida (Provenza et al., 2004). Na década de 90, o
American College of Rheumatology lancou as diretrizes para classificagdo dos
pacientes com FM, bem como 0s principais sinais e sintomas apresentados, incluindo
0s pontos musculares de dor crénica, denominados “tender points”, fadiga global,
distarbios do sono, depressao e ansiedade (Wolfe et al.,1990). Em 1991, a Organizacao
Mundial da Saude (OMS) incorporou a FM na décima revisdo da Classificacdo
Internacional de Doencas (CID-10), dando-lhe a designacdo M79.0 e a classificando
como reumatismo né&o articular (Heymann et al., 2010). Apesar da FM ter sido
reconhecida e caracterizada ha tempos como uma doenca real, sua investigacao
cientifica foi aprofundada apenas nas ultimas trés décadas. Desta forma, pouco se sabe
sobre seus mecanismos etioldgicos e sua patogénese, resultando na auséncia de
tratamentos eficazes até os dias atuais (Miquel et al., 2010).

O carater cronico e potencialmente incapacitante da FM somado ao fato de sua
etiopatogenia ainda nado ter sido completamente esclarecida (Provenza et al., 2004;
Podolecki et al., 2009; Goldenberg et al., 2008), tem estimulado um nimero crescente
de hipéteses acerca de seu provavel carater patogénico multifatorial em individuos com

predisposicao genética (Podolecki et al., 2009).

1.3 - Incidéncia e Prevaléncia

Os disturbios decorrentes da fibromialgia ocorrem principalmente em pacientes
do sexo feminino, com faixa etaria prevalente entre 30 e 60 anos de idade, em uma
proporcao que varia entre 6 e 10 mulheres para cada homem afetado (Provenza et al.,
2004). Corroborando tal fato, a prevaléncia estimada da FM nos Estados Unidos atinge

cerca de 3,4% das mulheres e 0,5% dos homens daquele pais (Podolecki et al., 2009),
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podendo sofrer um aumento em sua frequéncia com o avanco da idade, chegando a
7,4% das mulheres acima dos 70 anos (Podolecki et al., 2009).

Em relacdo a maior prevaléncia no sexo feminino, foi relatado que as mulheres
costumeiramente apresentam mais dores musculares que os homens, além de maiores
respostas a dor aplicada por presséo, ou injecdo de substancia algica na musculatura
(Dannecker et al.,, 2008). Também foi relatado que mulheres portadoras de FM
reportam mais sintomas gerais e inespecificos, além dos sintomas classicos da
patologia, em comparacdo com mulheres sadias da mesma faixa etaria (Bjorkegren et
al., 2009).

Em escala global, os pacientes com fibromialgia correspondem a
aproximadamente 2% da populacdo mundial, sendo responsaveis por 10% das
consultas em ambulatérios de clinica geral e 15% das consultas em ambulatérios de
reumatologia (Provenza et al., 2004). Também ha relatos uma prevaléncia mundial com
valores variando entre 2,2% e 6,6% (Hauser et al.,, 2010), enquanto nos Estados
Unidos, foi relatada uma prevaléncia em torno de 5 milhdes de individuos (Goldenberg
et al., 2008).

Outro dado importante a respeito da FM € a sua provavel historia familiar, visto
que os parentes de primeiro grau de um portador possuem uma propensao 8 vezes
maior de desenvolver os sintomas (Smith et al., 2011), além de maior prevaléncia de
"tender points", indicando forte potencial de carater hereditario (Goldenberg et al.,
2008).

Dados consistentes a este respeito comecaram a ser divulgados em 2004,
quando foi pesquisada a agregacao familiar na FM. Neste estudo, foram avaliados 533

parentes de primeiro grau de 78 individuos com FM, bem como 272 parentes de 40
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individuos com Artrite Reumatoide. Foi demonstrado que a FM possui um elevado
padrdo de segregacao familiar, usualmente associado a depressdo maior nas familias
(Arnold et al., 2004), além de uma maior propensado para o surgimento de sindromes
dolorosas em parentes diretos (Smith et al.,, 2011). No ano seguinte, foi relatada a
disseminacao da FM segundo um padrao autossémico dominante em 70% dos filhos de
fibromialgicos, sobrepujando os 50% esperados para este tipo de segregacdo, sendo
que o excesso percentual foi explicado, na época, como erro diagnéstico (Buskila et al.,

2005).

1.4 — Sinais e Sintomas

O quadro clinico dos fibromialgicos tem carater polimorfo, podendo apresentar
sintomas variados em diferentes locais e sistemas do corpo. O sintoma classico
presente em todos os pacientes € a dor muscular crénica difusa, que envolve,
concomitantemente, a musculatura do tronco e membros e, comumente, 0 paciente nao
consegue determinar seu local exato (Provenza et al., 2004). Também sao descritos a
fadiga crbnica com sono pouco reparador, cefaléia, tontura, dificuldades de
concentracdo e memorizacdo (Bjorkegren et al., 2009), alteracbes do humor,
irritabilidade, ansiedade e depressao, sendo que estas duas Ultimas condi¢cBes estédo
presentes em até 70% e 30% dos casos, respectivamente (Santos et al., 2006).
Pacientes fibromialgicos também possuem uma sensibilidade elevada a um grande
espectro de estimulos sensoriais, como calor, frio, estimulos mecanicos e pressao
isquémica (Bradley LA, 2009). Frequentemente, 0s pacientes apresentam sintomas

associados, como a cefaléia e parestesias (Dannecker et al., 2008), além de sindrome

uretral ndo-especifica (Marques et al., 2006) e disfungbes sexuais (Bennett R, 2005).
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A dor percebida pelos pacientes possui caracteristicas de cronicidade elevada,
sendo relatada como uma experiéncia torturante, que perdura por todo o dia, ndo
apresentando horéarios especificos de agudizacdo. Além dos sintomas fisicos, foi
relatado que um dos problemas que mais afeta os fibromialgicos é a dificuldade no
diagnéstico da doenca, o que leva a um descrédito do individuo perante a sociedade,
ferindo sua dignidade e provocando a exacerbacdo psicossomatica dos sintomas

fisicos, em um padréo de feedback continuo (Juuso et al., 2011).

1.5 - Fatores Etiolégicos

Os principais fatores etioldgicos da fibromialgia ndo foram ainda completamente
elucidados. Alguns estudos dividem os fatores etioldgicos da fibromialgia em cinco
grandes grupos, sendo estes os fatores genéticos, os ambientais, os neuroendocrinos,
as anormalidades do sistema nervoso autbnomo e a percepcdo dolorosa elevada
(Goldenberg et al., 2008; DeSantana e Sluka, 2008).

A teoria mais aceita atualmente para justificar a intensa dor na sindrome
fibromiélgica € a de alteragcBes no mecanismo de controle da dor, como a disfuncéo de
neurotransmissores. A deficiéncia funcional de neurotransmissores inibitdrios espinhais
(opidides endbdgenos) e supra-espinhais (serotonina, noradrenalina, encefalinas), bem
como a hiperatividade de neurotransmissores excitatorios (substancia P, bradicinina,
etc.) parecem estar intimamente associados a doenga (Podolecki et al., 2009;
Goldenberg et al.,, 2008; DeSantana e Sluka, 2008). Recentemente, foi descrito um
provavel mecanismo de alteracdo dos sistemas serotoninérgicos, dopaminérgicos e

catecolaminérgicos do SNC, por meio de polimorfismos nos genes associados a acéo

desses neurotransmissores, em um provavel padrdo de heranca poligénica (Buskila e
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Puttini, 2006). Alteracdes no eixo hipotalamico-pituitario-adrenal (HPA), principalmente
distarbios na resposta aos corticoides, também podem estar associadas a etiologia da
fibromialgia (Juruena et al., 2004), na qual individuos fibromiélgicos apresentam uma
inabilidade em controlar os niveis plasmaticos de cortisol. Também foi relatado que
individuos normais, submetidos a estimulos causadores de dor em fibromialgicos, ndo
apresentaram sensibilidade dolorosa, enquanto um estimulo 50% menor que este foi
necessario para provocar dor em fibromiélgicos, em comparacdo com os controles. Tal
fato ressalta uma provavel associacdo entre a elevacdo dos impulsos sensoriais
periféricos e 0 aumento de sensibilidade central a impulsos dolorosos (Bradley LA,
2009).

Outro ponto importante citado pelas pesquisas cientificas é a participacao dos
fatores ambientais no surgimento da patologia. Tal correlacdo ocorre a partir de uma
predisposicdo genética, a qual parece promover o surgimento dos sintomas apds o
envolvimento do individuo com os fatores de estresse, de ordem emocional ou
psicossocial (Becker et al.,, 2010). Também foi descrita a provavel participacdo de
traumas mecéanicos como possiveis gatilhos para o surgimento da patologia em
individuos com predisposi¢cao genética (Goldenberg et al., 2008). Estudos com gémeos
demonstram uma participacdo equivalente dos dois tipos de fatores no surgimento da
FM, com fatores genéticos correspondendo a 50% e 50% de fatores ambientais (Smith

etal., 2011).

1.6 — Diagnostico da Fibromialgia
O diagnéstico da Fibromialgia envolve um processo longo, devido a auséncia de

sinais anatomo-patolégicos, o que leva a inexisténcia de exames clinico-laboratoriais
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especificos (Provenza et al., 2004). Sendo assim, o exame inicial dos pacientes envolve
a observacéo dos pontos dolorosos (tender points) na musculatura, sendo estes no total
de 18 pontos (9 pares separados em cada hemicorpo ) (Provenza et al., 2004; Wolfe et
al., 1990). Estes pontos (Figura 1) devem emitir uma resposta dolorosa, no momento
em que o examinador realiza sobre eles a digito-pressao com seu polegar (Provenza et
al., 2004; Wolfe et al., 1990). A resposta dolorosa recebe uma pontuacao especifica de
acordo com a reacdo do paciente, sendo 0 para auséncia de dor, 1 para dor leve, 2
para exclamacao verbal de dor e finalmente 3 para movimento de retirada ou expressao
facial de dor, completando um total possivel de 54 pontos para os 18 “tender points”
relacionados pelo “American College of Rheumatology” (Provenza et al., 2004; Wolfe et
al., 1990). Também devem ser analisados 0s aspectos psicossomaticos frequentes da

patologia (Provenza et al., 2004; Wolfe et al., 1990; Bjorkegren et al., 2009).

Figura 1: Mapa corporal mostrando a localizacéo dos pontos dolorosos ou
tender points no sistema musculo-esquelético. Estes locais devem ser
investigados por meio da palpacdo digital, com a determinacdo da
pontuacdo total relativa a dor do paciente. Fonte: Provenza et al., 2004.
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1.6.1 — Neuroimagem

O avanco dos exames de imagem tem possibilitado uma grande evolucdo na
compreensao dos processos de sensibilizacdo central da FM. Foi relatado em estudo
que, ao se utilizar o exame de ressonancia magnética funcional, pacientes com FM
ativaram diferentes areas do cérebro, quando submetidos a estimulos dolorosos, em
comparacdo com individuos sadios. Estas areas estimuladas tém relacdo com a
antecipacdo da dor, bem como com a manutencdo da atencdo a dor e seus aspectos
emocionais. Também foi relatado que o exame de tomografia por emisséo de positrons
em individuos com FM revela uma reducao severa de receptores mu-opidides em areas
importantes do controle da dor no SNC, o que poderia estar associado a baixa acéo de
opidides enddgenos e de opibdides exdgenos administrados a esta populacéo (Buskila,

2009).

1.6.2 — Gatilhos da Fibromialgia

Pesquisas recentes tém investigado uma provavel associacdo entre a
suscetibilidade genética do paciente com fibromialgia e a exposicdo a fatores
ambientais especificos. Individuos com polimorfismos especificos nos sistemas
serotoninérgico, dopaminérgico e catecolaminérgico quando expostos a fatores nocivos
como traumas fisicos, traumas psicologicos, infec¢cdes ou sindromes de dor periférica
apresentam maior probabilidade de desenvolver a FM comparados aos individuos
normais. Em uma pesquisa realizada pela internet, com 2.596 pessoas, 73% relataram
um trauma emocional ou estresse cronico como fator desencadeante dos sintomas,
enquanto 26,7% relataram como gatilhos as doencas agudas e os traumas fisicos. A

respeito da participacdo de agentes virais no surgimento da FM, o virus da hepatite C e
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o HIV tém sido comumente relatados como fatores desencadeantes dos sintomas.
Contudo, faltam estudos aprofundados a respeito dos beneficios do uso de antibiéticos
e antivirais em fibromialgicos. Ja os traumas fisicos incluem principalmente as lesdes
cervicais do tipo “chicote” ou “whiplash”, onde a cervical & flexionada e extendida
rapidamente e os sintomas da FM se desenvolvem em aproximadamente 7,8% dos

casos (Buskila, 2009).

1.6.3 — Possiveis Marcadores Moleculares

Devido a inexisténcia de exames diagndésticos especificos para a FM somada a
sobreposicao de sintomas variados presentes em fibromialgicos, o diagndstico da FM
permanece obscuro (Provenza et al., 2004). Contudo, a luz da descoberta dos
mecanismos genético-patologicos desta sindrome dolorosa, os estudos tém apontado
para uma possivel deteccdo da patologia por meio de seus marcadores moleculares.
Em seu estudo sobre a presenca de marcadores moleculares na Sindrome da Fadiga
Crobnica (SFC) e FM, Light et al. (2009), relataram que o exercicio fisico moderado eleva
a expressdo de genes dos sistemas sensorial, adrenérgico e imunoldgico, em
individuos com SFC e FM, em compara¢cdo com controles assintomaticos. Tais genes,
hiperexpressos, levam a um aumento no namero de receptores de neurotransmissores,
0S provaveis responsaveis pela dor muscular aguda e a fadiga muscular. Os receptores
estudados foram o canal i6nico de sensibilidade ao acido (ASIC3), os receptores
purinérgicos tipo 2X (P2X4, P2X5), e o receptor transitorio de potencial vaniléide Tipo 1
(TRPV1) (Light et al., 2009). J& em seu estudo sobre os avan¢gos no conhecimento
sobre a FM, Buskila (2009) relatou possiveis marcadores genéticos relacionados ao

sistema serotoninérgico (5-HT2A com fendtipo T/T e SLC6A4 do transportador de
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serotonina), ao sistema dopaminérgico (polimorfismo de repeticdo do exon Il do
receptor de dopamina D4) e ao sistema de catabolismo catecolaminérgico (polimorfismo

da catecol-orto-metil-transferase, COMT, com alteracdo enzimatica).

1.7 — Fatores Associados e Qualidade de Vida

Pacientes acometidos pela fibromialgia, geralmente apresentam alguns fatores
agravantes decorrentes da patologia de base. Tais agravantes incluem disturbios do
sono, fadiga cronica e parestesias ndo dermatbmicas, cefaléia, tontura, dor toracica
atipica, palpitacdo, dor abdominal, constipacao, diarréia, dispepsia, urgéncia miccional,
dificuldades de concentracéo e falta de memoria (Provenza et al., 2004). Também foram
relatados como fatores associados as desordens temporomandibulares e doencas auto-
imunes crbnicas, como a artrite reumatdide e o IUpus eritematoso sistémico
(Goldenberg et al., 2008), além da sindrome do colon irritavel (Bjorkegren et al., 2009) e
depressdo maior (Provenza et al., 2004). Desta forma, em 1991, foi publicado um
questionario para avaliacdo da qualidade de vida de pacientes portadores da
fibromialgia, o Fibromyalgia Impact Questionnaire (FIQ) (Santos et al., 2006; Marques et
al., 2006; Bennett R, 2005). Atualmente, os questionarios criados com o intuito de
mensurar, de forma objetiva, sintomas subjetivos como dor, ansiedade e depresséo tém
sido amplamente aplicados na area da pesquisa em saude e se transformaram em uma
ferramenta clinica de grande utilidade (Marques et al., 2006). Este questionario é
especifico para a fibromialgia e contém 10 questbes relacionadas a capacidade
funcional, a vida profissional do paciente, aos disturbios psicoldgicos e aos sintomas
fisicos que apresenta (Santos et al., 2006; Marques et al., 2006; Bennett R, 2005). Para

a obtencdo da pontuacao (score) final, deve haver uma normalizacdo dos scores das
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questbes 1, 2 e 3, devido ao numero de itens selecionaveis das mesmas. Desta forma,
na questao 1, a pontuacdo deve ser multiplicada por 3,33, enquanto a pontuacdo das
questbes 2 e 3 devem ser multiplicadas por 1,43, para que se obtenha um valor
compativel com as 7 questbes restantes, as quais possuem 10 alternativas
selecionaveis e para que seja possivel uma soma total dos escores obtidos em todas as
guestbes (Bennett R, 2005). Quanto maior a pontuacgao atingida pelo paciente, maior o
impacto em sua qualidade de vida (Marques et al., 2006; Bennett, 2005).

Para este estudo, foi escolhida a versédo 2.1 do FIQ (Bennett R, 2005), traduzida
para o idioma portugués e previamente validada cientificamente (Rosado et al., 2006),
seguindo uma recomendacdo expressa do préprio autor, constante em seu web site
(Bennett, 2010). Neste mesmo site, foi obtida também a licenca eletrbnica gratuita, para
utilizacao restrita do FIQ para fins académicos, que esta presente no Anexo 1 ao final

deste estudo (Bennett, 2010).

1.8 - Via de sinalizacéo de estimulos dolorosos

Atualmente, a dor é um dos maiores problemas de salde publica e afeta a
sociedade como um todo, sendo um grande motivo de preocupacao para pacientes e
terapeutas, além de ser o principal motivo das consultas médicas (Buskila, 2009). Uma
sensacao dolorosa pode ser definida como uma experiéncia sensorio-discriminativa,
envolvendo mecanismos cognitivos e emocionais complexos. A dor pode ser
caracterizada como uma experiéncia individual, resultante de fatores bioldgicos,
comportamentais e psicolégicos (Vossen et al., 2010). Estimulos dolorosos séao
produzidos a partir do momento em que 0s nociceptores sédo lesados ou estimulados,

ou quando o proprio sistema nervoso central é estimulado (Xie et al.,, 2009). A
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percepcado da dor passa por um processo de modulacdo no sistema nervoso central,
através de mecanismos facilitadores (pronociceptivos), ou inibidores (antinociceptivos)
(DeSantana e Sluka, 2008; Xie et al., 2009; Ribeiro et al., 2009). Estes mecanismos
envolvem vias sinapticas de transmissao de impulsos até a porcéo posterior da medula
espinhal, onde o0s neurbnios nociceptores fazem conexdo com 0s neurénios
carreadores que se direcionam ao cortex cerebral. Tais conexfes sofrem influéncia de
interneurdnios com carater facilitatério ou inibitorio, que liberam neurotransmissores
ativadores, como as catecolaminas (adrenalina, noradrenalina e dopamina), ou
inibidores como opidides enddgenos, a somatostatina e o acido gama-aminobutirico
“GABA” (Xie et al., 2009; Ribeiro et al., 2009).

Os principais receptores que atuam inibindo a percepcado da dor estdo no grupo
dos receptores opidides (mu, delta e kappa), com destaque especial para os mu-
opibides (MOR) que sao o alvo principal dos compostos opidides enddgenos e
exdgenos (Raehal e Bohn, 2005; Hwang et al., 2007; Shabalina et al., 2009). Estes
receptores pertencem a uma familia denominada receptores transmembranares com
sete hélices acoplados a proteina G. Portanto, possuem 0s mesmos mecanismos de
regulacédo, como a dessensibilizacdo do receptor, a internalizacdo, a ressensibilizagéo e
a baixa regulacéo (Raehal e Bohn, 2005). A estimulacdo por opidides agonistas provoca
a fosforilacdo do receptor pelas cinases especificas, tendo as beta-arrestinas como
principal mediador desta reacao e principal responsavel por desacoplar o receptor e 0
agonista opioide, prevenindo assim a reestimulacdo do mesmo e 0 consequente
prolongamento do impulso produzido (Ehlers et al., 2008).

O gene gue codifica os receptores mu-opidides é o OPRM1 (Raehal e Bohn,

2005; Ehlers et al., 2008). Até o momento foram catalogados 20 polimorfismos de
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nucleotideo Unico (SNPs) deste gene, sendo que o mais frequente € o Al1l18G,
responsavel pela mudanca do codon Asp40Asn, que aparenta ter funcionalidade (Ehlers
et al., 2008). ApGs uma série de estudos sobre o SNP A118G em pacientes sadios e
outros com dor crbnica, verificou-se menor efeito analgésico, apds a administracédo
prolongada de morfina, em portadores do gendétipo GG, com dessensibilizacdo do
receptor mu-opidide (MOR) (Raehal e Bohn, 2005; Tapocik et al., 2009). Também foi
relatado que os SNPs do gene OPRML1 parecem ser a causa principal das diferencas
individuais de resposta exacerbada aos opidides, considerando-se também os
possiveis efeitos colaterais (Ehlers et al., 2008). Outro fator importante de regulacéo
relatado para este gene foi o controle epigenético de seus promotores. A expressao do
gene OPRM1 muda drasticamente dependendo do grau de metilacio do DNA
combinado a modificacdo estrutural das histonas, que mudam a conformacéo espacial
da cromatina. Estudos relatam que a hipometilacdo ao redor da regido promotora do
gene causa a sua ativacdo, enquanto a hipermetilacdo da mesma regido provoca seu
silenciamento (Hwang et al., 2007).

Devido ao fato dos receptores mu-opidides serem o alvo primario das
substancias opidides, como a morfina e a metadona, pacientes com polimorfismos
nestes receptores aparentam apresentar uma variagao nos efeitos induzidos no sistema

nervoso central (Shabalina et al., 2009).

1.9 — Substéancias Opidides
O termo opioide se refere a substancias similares aquelas derivadas do 6pio. Os
opidides, como a morfina, possuem reconhecidamente uma elevada capacidade

analgésica, bem como alguns possiveis efeitos colaterais, como a tolerancia, a
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dependéncia fisica, o bloqueio respiratorio e a constipacdo (Raehal e Bohn, 2005).
Estes opioides, devido ao seu potencial analgésico elevado, tém sido historica e
amplamente utilizados no tratamento de varios estados dolorosos. Tais estados de dor
compreendem desde uma dor moderadamente aguda e nociceptiva, a uma dor cronica
avancada ou de estados terminais. A acdo analgésica destas substancias opioides se
da, principalmente, pela sua ligacdo com os receptores opidides do cérebro e da

medula espinhal (Lesniak e Lipkowski, 2011).

1.9.1 — Opidides Endbgenos

Os mamiferos possuem trés tipos principais de opidides enddgenos. Entre eles
estdo as endorfinas, as encefalinas e as dinorfinas. Todas sao neuropeptideos
produzidos pela clivagem de moléculas precursoras (Lesniak e Lipkowski, 2011), que
sdo, respectivamente, a pré-opiomelanocortina “POMC” (Sprouse-Blum et al., 2010), a
pré-encefalina “PENK” e a pro-dinorfina “PDYN” (Sehgal et al., 2011). Entre estes,
destaca-se a endorfina, que atua tanto no sistema nervoso central quanto no periférico,
pelas reacdes inflamatorias (Sehgal et al., 2011).

A endorfina é produzida, no sistema nervoso central pela glandula pituitaria, que
processa a pré-opiomelanocortina em resposta a estimulos de estresse fisioldgico,
como a dor. Contudo, no sistema nervoso periferico, as reagdes inflamatorias geram a
migracao de ceélulas de defesa como macréfagos, mondcitos, linfocitos T e B, que
expressam transcritos de mRNA para a POMC e expressam também endorfina durante
as fases inflamatorias de uma lesdo. No sistema nervoso periférico, a endorfina
secretada tem a funcdo de se ligar com o0s receptores mu-opioides, pré e poés-

sinapticos, inibindo a liberacdo da substancia P que atua como neuropeptideo essencial
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na transmissado de impulsos dolorosos. JA no SNC, a endorfina se liga aos receptores
mu-opidides pré-sinapticos e inibe a liberagcdo do acido gama-aminobutirico (GABA),
que € um inibidor da dopamina. A dopamina, quando liberada, provoca uma sensacao
prazerosa de bem-estar fisico e emocional. No sistema nervoso central, os receptores
mu-opidides sdo mais abundantes nas vias descendentes do controle da dor, incluindo
a amidala, a formacéo reticular mesencefélica e a massa cinzenta periaquedutal

(Sprouse-Blum et al., 2010).

1.10 — Receptores Opidides

Segundo Kieffer e Evans (2009), os receptores opidides foram descritos pela
primeira vez em 1973 pelos pesquisadores Pert e Snyder, por Simon et al. e pelo
pesquisador Terenius. Estes opidides podem existir em diversos locais do sistema
nervoso central e do sistema nervoso periférico, bem como em diferentes tecidos de
origem ndo neural, como o célon intestinal.

Os receptores opibdides sdo prototipos dos receptores acoplados da proteina-G,
pertencentes a subfamilia dos receptores de rodopsina e possuem aproximadamente
400 aminoacidos (Kieffer e Evans, 2009). Os receptores mu-opioides, delta-opibides e
kappa-opioides possuem grande homologia em suas sequéncias e nos niveis pos-
traducionais (Kapitzke et al., 2005), podendo atingir até 60% de igualdade em sua
sequéncia de aminoacidos (Kieffer e Evans, 2009). Suas divergéncias se restringem
principalmente as regibes N/C-terminais e aos loops extracelulares, responsaveis pelas
caracteristicas farmacoldgicas Unicas destes receptores (Kapitzke et al., 2005).

Quanto ao mecanismo de acdo, a estimulacdo de receptores opidides pode

ativar canais de potassio, bem como os canais de calcio voltagem-dependentes e
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provocar a inibicdo da adenil-ciclase. Ha estudos também citando como consequéncias
a ativacdo da fosfolipase-C e da cascata da MAP-kinase (Kapitzke et al., 2005).
Funcionalmente, a alteracdo dos canais de calcio e potassio, resultantes da ativacao
dos receptores opidides, leva a reducdo da excitabilidade neuronal e da frequéncia de
disparo, além da inibicdo da liberacdo de neurotransmissores. Tais fatos parecem estar
relacionados com os efeitos da ativacdo dos receptores opidides, dependendo de sua

localizag&o anatdomica e de seu subtipo expresso (Kapitzke et al., 2005).

1.11 — Gene OPRM1

O termo opioide € utilizado para definir qualquer substancia, natural ou sintética,
cujo efeito resulte de sua interacdo com o0s receptores opidides do SNC (mu, delta,
kappa) (Ribeiro et al., 2002). O principal representante dos opidides é a morfina. Esta
classe de substancias é amplamente utilizada para o manejo clinico da dor oncoldgica e
da dor aguda, devido a sua potente acéo analgésica (Uhl et al., 1999). Porém, existem
algumas ressalvas, como seu efeito colateral de depressao respiratoria, sensacdo de
euforia e a falta de conhecimento sobre os niveis individuais de tolerancia, dependéncia
guimica e psicoldgica (Ribeiro et al., 2002).

O gene OPRM1 € o sitio principal de ligacdo das substancias opidides exdégenas
e enddgenas, como a morfina e as endorfinas, respectivamente, sendo possivelmente o
principal responsavel por variagcdes individuais nos efeitos clinicos resultantes do
tratamento analgésico por opidides (Janicki et al., 2006).

Alguns polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) do gene OPRML1 tem sido
frequentemente relacionados com as variagdes individuais na acdo dos opioides,

resultando em diferentes niveis de percepcdo dolorosa e em quantidades diferentes de
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administracdo de analgésicos opibides (Foulkes e Wood, 2008). Dentre os principais
SNPs relatados para o gene OPRML1, o principal é o A118G (Wand et al., 2002), que
causa uma substituicdo do tipo Asn40Asp (Holliday et al., 2009) (asparagina — &cido
aspartico na posicédo 40 da sequéncia de aminoacidos) (Bart et al., 2006), no dominio
N-terminal extracelular do receptor mu-opidide (Wand et al., 2002). O SNP A118G tem
sido amplamente relacionado com niveis elevados de sensibilidade dolorosa, além de
ter sua capacidade de ligacdo com as beta-endorfinas triplicada (Holliday et al., 2009).
Os receptores mu-opidides sdo muito expressos nos neurbnios com fator de liberacao
de corticotropina (CRF), do nucleo paraventricular do hipotalamo, os quais iniciam a
ativacdo do eixo HPA. Estes neurbnios tém sua acéo inibida pela beta-endorfina do
ndcleo arqueado (Wand et al., 2002).

Estudos mostram que individuos portadores do alelo recessivo 118G apresentam
variacfes na resposta clinica a acdo dos opidides, devido a elevacao da afinidade pelas
beta-endorfinas que alteram a atividade dos canais de potassio (Janicki et al., 2006),
apresentando também resposta elevada do eixo HPA a naloxona, uma substancia
antagonista dos opidides (Janicki et al., 2006). Este mesmo estudo relatou que
portadores do alelo recessivo 118G possuem padrdes de dor relativamente elevados,
em comparacao com portadores homozigotos do alelo comum (Janicki et al., 2006). O
eixo HPA exerce papel fundamental na resposta aos estimulos internos e externos,
onde suas anormalidades parecem estar relacionadas a reducdo da capacidade dos
glicocorticéides circulantes em realizar o feedback negativo na secre¢cdo dos hormonios
do proéprio eixo HPA, como o cortisol (Juruena et al., 2004). Em resposta a estresses
fisicos, emocionais ou cognitivos, o hipotalamo secreta o horménio de liberacdo de

corticotropina (CRH), que serve de sinal para a pituitaria liberar o horménio adreno-
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corticotropico (ACTH), que por sua vez estimula o cértex adrenal a elevar a producéo
de corticosterdides, principalmente glicocorticoides, como o cortisol (Tatro et al., 2009).

Outros estudos mostraram que a baixa atividade dos receptores opioides em
portadores do alelo 118G esta possivelmente relacionada a baixa expressdo de seu
MRNA (Bart et al., 2006; Zhang et al., 2005), aos baixos niveis protéicos do OPRM1
(Zzhang et al., 2005), e também que individuos normais portadores do alelo 118G
mostraram um nivel elevado de resposta do eixo HPA, medido pelos niveis séricos de
cortisol apdés administracdo de naloxona (Bart et al., 2006; Wand et al., 2002). Outro
fator de baixa regulacéo foi relatado em um estudo publicado em 2006, onde os autores
relatam que a interacdo sinérgica entre o Fator Silenciador Neuronal Restritivo (FSNR)
e a proteina Sp3 € necessaria para regular negativamente a expressao do gene
OPRM1 (Kim et al., 2006). Estes dados mostram que o gene OPRM1 € um gene
relevante no que tange aos mecanismos da percep¢cdo e modulacdo da dor e que a
presenca do SNP A118G possivelmente interfere na dose de opibdides necesséria para
a analgesia, bem como na protecdo contra a toxicidade destas substancias (Janicki et
al., 2006).

Em estudo publicado por Silverman (2009), foi relatada uma crescente
prevaléncia de Hiperalgesia Induzida por Opidides (HIO), relacionando este fato como
um problema resultante da administracdo prolongada destas substancias analgésicas,

como ocorre em pacientes fibromialgicos.

1.12 — Relagao entre o SNP A118G e a Fibromialgia
O gene OPRML, localizado no cromossomo 6024-g25 possui aproximadamente

200kb, com pelo menos 9 exons e 19 variagdes por splicing, sob o controle de multiplos
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promotores (Juruena et al., 2004). O receptor inicial OPRM1, com 80kb e 4 exons, é
bastante abundante e composto por uma regido de regulacdo transcricional, quatro
exons e trés introns (Ono et al., 2009), e seu haplétipo possui mais de 100
polimorfismos descritos (Mague e Blendy, 2010).

Historicamente, em julho de 1999, foi publicado um estudo relevante a respeito
do gene OPRM1, que descrevia sua possivel acdo nos sistemas antinociceptivos (Uhl et
al., 1999). Clinicamente, a descoberta de possiveis variagdes neste gene impulsionou
as pesquisas a seu respeito, tendo em vista a utilizacdo crescente de substancias
opidides exdgenas no tratamento da dor resultante do cancer (Ribeiro et al., 2002).

Até a presente data, os estudos cientificos tém correlacionado alteracdes
importantes em neurotransmissores do SNC, comumente encontradas em individuos
com FM. Entre elas, estdo a elevacdo da substancia P e do glutamato, os quais
possuem caracteristicas pronociceptivas, bem como a reducdo de serotonina,
norepinefrina e dopamina, que sdo essencialmente antinociceptivas. Contudo, nota-se
nas pesquisas um fator intrigante, que € a elevacao dos opidides enddégenos em
fibromiélgicos, o que seria um fato contraditério, tendo em vista seu papel de destaque
na inibicdo das sinapses nociceptivas aferentes (Smith et al., 2011).

Esta elevacdo dos peptideos opidides nos tecidos de fibromialgicos parece estar
relacionada com a presenca de opibdides endogenos das células inflamatérias (Sehgal et
al.,, 2011). A inflamacéo crénica serve como fator de migracéo para células de defesa,
gue contém as substancias precursoras dos opidides enddogenos (POMC, PENK e
PDYN) e os sintetizam diretamente no sitio de inflamacgéo, na tentativa de reduzir os
estimulos dolorosos locais (Sehgal et al., 2011; Kapitzke et al., 2005). Estes leucécitos

agem em fases diferentes da inflamacéo, sendo os granulécitos os responsaveis pela
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producao local de opidides na fase aguda, enquanto mondcitos e macrofagos o fazem
na fase tardia das lesdes, onde o principal e mais produzido opidide enddgeno € a
endorfina (Sehgal et al.,, 2011). A associacdo destas condicbes poderia estar
relacionada também com um provavel quadro de Hiperalgesia Induzida por Opioides
(OIH) em pacientes com FM. Nesta condicéo, a elevacédo da administracdo de opioides
endodgenos ou exdgenos pode levar o individuo ao estado de tolerancia, que € a
reducdo gradual dos efeitos dos opidides para uma mesma dosagem, bem como ao
estado de sensibilizacdo dolorosa, que elevaria os padrdes de dor em resposta a
elevacdo na dosagem das mesmas substancias opidides (Silverman, 2009). Associado
a estes fatos, relatos cientificos em estudos com animais sugerem que o polimorfismo
A118G do gene OPRM1 causa uma alteracdo extremamente deletéria, com reducao de
uma vez e meia dos niveis de mRNA, bem como uma reducédo de dez vezes nos niveis

protéicos do receptor em seus portadores (Zhang et al., 2005).
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2 - JUSTIFICATIVAS

A fibromialgia € uma patologia comum em ocidentais adultos, podendo se
manifestar como uma doenca incapacitante (Provenza et al., 2004). Os mecanismos
patolégicos ainda sdo pouco conhecidos, 0 que ressalta a necessidade de estudos
sobre seus fatores causais (Podolecki et al., 2009). Considerando os dados disponiveis
na literatura até o momento, sobretudo os fortes indicios que nessa doenca ocorrem
alteracdes nas vias de sinalizacdo da dor, investigamos o polimorfismo A118G do gene
do receptor de mu-opidides (OPRM1), em um grupo de pacientes com fibromialgia e um
grupo controle.

Pacientes com o alelo G do receptor mu-opidide respondem de forma variada
aos estimulos dolorosos e as drogas opidides. Uma vez que os receptores mu-opidides
representam o principal alvo das substancias opidides agonistas, tais receptores estédo
diretamente relacionados a percep¢ao e ao surgimento de dores musculares em seres
humanos (Janicki et al., 2006).

Considerando ainda que a fibromialgia parece apresentar forte componente
familiar, pois parentes de primeiro grau de pacientes com fibromialgia tém oito vezes
mais chance de desenvolver a doenca, quando comparados ao resto da populagao, e,
ainda, que esses individuos sejam normalmente mais sensiveis a estimulos dolorosos,
estudos sobre varia¢cdes genéticas nessa doenca sdo amplamente justificados (Smith et

al., 2011).
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3 - OBJETIVOS

3.1 — Objetivo Geral

Comparar as frequéncias alélica e genotipica do polimorfismo A118G em um grupo de

mulheres diagnosticadas com fibromialgia.

3.2 — Objetivos Especificos

1)

2)

3)

4)

5)

Investigar o score de gravidade dos sintomas clinicos em 50 pacientes com FM,
de acordo com o questionario FIQ.

Determinar as frequéncias alélica e genotipica do polimorfismo A118G do gene
OPRM1 em um grupo de 50 mulheres diagnosticadas com FM, pacientes do
Ambulatério de Reumatologia do Centro de Reabilitacdo e Readaptacédo Dr.
Henrique Santillo (CRER), por meio de randomizacdo dos pacientes ja
cadastrados com este diagndstico.

Investigar as frequéncias alélica e genotipica do polimorfismo A118G do gene
OPRM1 em um grupo de 49 mulheres voluntarias saudaveis, randomizadas a
partir do registro de funcionarias do Centro de Reabilitacdo e Readaptacao Dr.
Henrigue Santillo (CRER).

Comparar as frequéncias alélica e genotipica do polimorfismo A118G do gene
OPRML1 nos dois grupos de mulheres.

Investigar as possiveis associacbes entre o polimorfismo A118G do gene
OPRM1 e a sintomatologia apresentada pelas pacientes diagnosticadas com

fibromialgia.
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4 - METODOLOGIA

4.1 — 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 Catdlica 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 5 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 aprovacdo pelo CEP-PUC-GO e, apoés liberado, foi lido e assinado por
todas as voluntarias participantes desta pesquisa. O TCLE encontra-se em sua forma

plena no Anexo 4 ao final deste estudo.

4.2 — Grupos da Pesquisa

O grupo de estudo foi composto por 50 mulheres diagnosticadas com
fibromialgia, selecionadas por randomizacdo computadorizada do grupo total de
pacientes regulares da Clinica de Reumatologia do Centro de Reabilitacdo e
Readaptacédo Dr. Henrique Santillo (CRER), em Goiania, Goias. As 50 pacientes com

diagnostico comprovado de fibromialgia, ao serem contactadas e recrutadas
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diretamente pelo pesquisador, receberam uma primeira explicacdo sobre o0s objetivos
da pesquisa, bem como sobre os procedimentos envolvidos em sua participacéo (coleta
de sangue e preenchimento de questionario) e bem como sobre a importancia desta
pesquisa no avanco rumo ao melhor entendimento dos fatores etiolégicos da sindrome
fibromialgica.

O grupo controle foi composto pelo mesmo numero de 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 e colaboradora desta pesquisa, dentro do grupo de
funcionérias da instituicdo, buscando-se ao maximo a equiparacao da faixa etaria com
as participantes do grupo de estudo. Contudo, a amostra de uma destas voluntarias nédo
foi devidamente identificada na lista criada pelo Laboratério de Andlises Clinicas do
CRER e foi descartada, restando 49 controles saudaveis para analise. O termo de
aceitacdo de co-participacdo em pesquisa cientifica, assinado pelos representantes
clinico e administrativo do CRER, consta em sua forma plena no Anexo 6 ao final deste

estudo.

4.3 - Critérios de Incluséo

Pacientes do sexo feminino, com diagnoéstico clinico comprovado de fibromialgia
h&a mais de seis meses, com idade entre 30 e 60 anos, em atendimento regular no
Ambulatério de Reumatologia do CRER, que estivessem realizando o tratamento
clinico, que nao possuissem parentes proximas trabalhando no CRER e que

aceitassem participar do projeto ao assinar o TCLE. Para a composicdo do grupo
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controle, foram incluidas mulheres saudaveis, assintomaticas, com a mesma faixa
etaria do grupo randomizado para estudo, que ndo possuissem parentes proximas em
tratamento de FM no CRER e que também aceitaram participar da pesquisa e

assinaram o TCLE.

4.4 — Critérios de Excluséo

Pacientes com diagnéstico de fibromialgia ndo comprovado clinicamente ha mais
de seis meses, com parentes proéximos em tratamento de FM no CRER, que nao
estivessem realizando o tratamento clinico regular e que ndo se enquadrem nos
pardmetros da pesquisa. Também foram excluidas da pesquisa as analfabetas, visto

que seria necessario o auto-preenchimento do FIQ.

4.5 — Coleta de Dados Sintomatoldgicos (FIQ)

A coleta dos dados sintomatolégicos foi realizada por meio da aplicacdo do
Fibromyalgia Impact Questionnaire (FIQ). Este questionario tem a funcdo de mensurar
objetivamente os impactos negativos da fibromialgia sobre a qualidade de vida dos
pacientes, o que possibilita a analise de uma possivel correlacdo entre a presenca dos
polimorfismos genéticos estudados e o padrédo de dor cronica difusa, percebida pelos
pacientes fibromialgicos. Os participantes submetidos a aplicagdo do FIQ foram
instruidos a marcar apenas uma opc¢ao em cada questéo, correspondendo aquela que
mais se aproximava de sua capacidade fisica, bem como de seus sintomas fisicos e

psicolégicos. Os dados sintomatologicos de cada paciente foram catalogados e
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armazenados de forma numérica, objetivando a preservacdo as identidades dos
participantes pelo sigilo das informacfes pessoais obtidas. A versao original do FIQ na
lingua inglesa, bem como a versao adaptada para a lingua portuguesa, estao presentes

em sua forma plena, respectivamente nos Anexos 2 e 3 ao final deste estudo.

4.6 — Procedimentos da Coleta de Sangue Periférico

Apoés confirmada a participacdo, as pacientes com FM tiveram suas vindas ao
CRER agendadas e, durante a mesma, foram novamente informadas sobre os objetivos
e a metodologia da pesquisa, além de serem convidadas a assinar o termo de
consentimento livre e esclarecido (TCLE). As pacientes que concordaram em participar
da pesquisa e assinaram o TCLE, preencheram também o FIQ para mensuracdo do
impacto da fibromialgia em seus habitos cotidianos. A leitura dos termos da pesquisa, a
assinatura do TCLE e o preenchimento do questionario FIQ foram realizados e
acompanhados pelo pesquisador (Marcelo Watanabe de Matos), 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
Laboratorio de Analises Clinicas do CRER. Foram usados tubos contendo EDTA como

anticoagulante, seguindo diretamente para o armazenamento em camara fria no
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mesmo local. Apds a coleta total das amostras de sangue, de pacientes e controles,
todas foram levadas para o Laboratério de Diversidade Genética da PUC-Goias, onde

foram realizadas as analises moleculares.

4.7 — Extrac@o de DNA das Amostras de Sangue Periférico

As amostras de sangue, coletadas pela equipe do Laboratério de Analises
Clinicas do CRER, foram usadas para extracao e purificacdo de DNA, no Laboratério de
Diversidade Genética da Pontificia Universidade Catdlica de Goias, utilizando o kit

kTM

comercial PureLink ™ Genomic DNA Kit (Invitrogen). A extracdo foi realizada segundo o

protocolo fornecido pelo fabricante.

4.8 — Andlise Molecular do Polimorfismo A118G do Gene OPRM1

O DNA gendmico purificado, foi congelado a -20°C até ser utlizado para
amplificacdo. O polimorfismo A118G foi analisado pelo método de PCR associado a
andlise de polimorfismos de fragmentos de restricdo (RFLP). Os oligonucleotideos
iniciadores usados na amplificacdo de um fragmento do gene OPRML1, contendo o SNP
Al118G foram: 5-GGTCAACTTGTCCCACTTAGATCGC-3 e 5-
AATCACATACATGACCAGGAAGTTT-3 e o fragmentos amplificados apresentavam

193 pares de bases (Zhang et al., 2010).

As reacOes de PCR foram realizadas em um volume total de 25ul, contendo
2XxPCR Tag Mix, 10pM de cada primer, 100ng do DNA gendmico purificado e Taq

polimerase. O protocolo de amplificacdo utilizado teve inicio com uma etapa de
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desnaturagdo por 3 minutos a 94°C, seguida por 38 ciclos de 30 segundos a 94°C, 1
minuto a 60°C e 1 minuto a 72°C e uma extenséo final de 10 minutos a 72°C. Apos a
amplificacdo por PCR, 10ul do produto amplificado foi submetido a digestdo, por 12
horas a 37°C, com 20 U da enzima Bsh1236-1 (MBI Fermentas). Apés a digestdo, os
fragmentos de restricdo foram analizados por eletroforese em gel de poliacrilamida a
8% e as bandas visualizadas pela coloracdo com nitrato de prata. A digestdo do
fragmento de 193 pares de bases do gene OPRML1 resulta em fragmentos de 169pb e
24pb, quando o alelo G esta presente. O fragmento ndo é digerido quando o alelo A
estd presente. Desta forma, para os individuos homozigotos (AA), apenas um
fragmento com 193pb é visualizado, enquanto para heterozigotos (AG), fragmentos
com 193pb, 169pb e 24pb séo visualizados. Para os homozigotos (GG), duas bandas

com 169pb e 24pb sao visualizadas no gel (Figura 2).

4.9 — Anélise Estatistica

A anélise 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 popula¢des caso e controle, bem como o equilibrio de Hardy-Weinberg.
A comparagdo das frequéncias alélicas e genotipicas foi feita por meio do teste t
Student, que é mais adaptado para comparacdo entre as médias de grupos
populacionais, quando o desvio padrdo destas populacdes é desconhecido (PUCRS,

2012).
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4.10 — Analise dos Dados do FIQ

A anadlise dos dados obtidos através do FIQ seguiu os critérios de Bennett R
(2005), sendo realizada a correcéo dos pontos das questdes 1, 2 e 3, cada uma com
seu coeficiente predefinido. A pontuacdo da questdo 1 (itens 1 a 11) foi obtida
somando-se os resultados das questdes e dividindo este valor pelo numero de
questdes respondidas. J4 na questdo 2, a pontuacdo foi obtida de modo inversamente
proporcional & quantidade de dias assinalada, enquanto na questdo 3, foram obtidas as
pontuacdes de forma direta, com o valor correspondente a quantidade marcada de dias.
Desta forma, obteve-se um valor complementar as 7 questdes seguintes, de 10 pontos
cada. Também foi desenvolvida uma analise descritiva simplificada dos dados mais
relevantes do FIQ, onde estes resultados foram transformados em valores percentuais,

tabulados e apresentados em forma de gréficos.

5.0 - RESULTADOS
5.1 — Descricao dos Grupos Caso e Controle

O grupo de pacientes foi composto por 50 mulheres portadoras da sindrome
fibromiélgica, com média de idade de 50,3 anos (desvio padrdo de 6,6). Ja o grupo
controle foi composto por um total de 49 voluntarias saudaveis, pertencentes ao quadro
de funcionarios do CRER. A média de idade do grupo controle foi 45,9 anos (desvio

padréo de 7,2).

5.2 — Resultados do FIQ
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Segundo Bennett (2005), a maior parte dos pacientes afetados pela fibromialgia
possui uma pontuacdo proxima de 50, enquanto pacientes com sintomas severos
alcancam pontuacfes iguais ou superiores a 70. Analisando os resultados do FIQ
obtidos das participantes portadoras de fibromialgia, foi obtida uma pontuacdo média
equivalente a 74,2 pontos (desvio padréo de 14,7), o que corresponde a pontuacdo de
pacientes severamente afetados pela FM. O Gréafico 1 apresenta a quantidade de
participantes que obtiveram até 50 pontos (sintomas classicos), as que obtiveram entre
50 e 70 pontos (sintomas intensos), bem como as que obtiveram acima de 70 pontos

(sintomas severos):

35 - n=32
(64%)

30

20

15 +

n=4 n=14
(28%)

Até 50 pontos Entre 50 e 70 pontos Acimade 70 pontos

Figura 2: Distribuicdo das pacientes com fibromialgia de acordo com o score de gravidade dos sintomas
clinicos avaliados pelo FIQ. E possivel notar um predominio de pacientes com sintomas considerados
intensos (n=14) e graves (n=33) de acordo com Bennet (2005). Tal fato demonstra a severidade dos
sintomas presentes no grupo de estudo

A analise descritiva dos dados do FIQ (Tabela 1) mostra os resultados obtidos
para as questfes 1 a 11 do questionario, respondidas pelas pacientes com FM. Mesmo
com a queixa de dor, as pacientes deste estudo relataram uma menor limitagdo no

desempenho das tarefas diarias, provavelmente, pelo fato de ndo terem auxilio para o
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desempenho de tais tarefas. De acordo com os resultados, 51,52% das participantes
afirmaram realizar as atividades diarias sempre; 14,44% eram capazes de realiza-las

guase sempre; 16,04% eram capazes de realiza-las quase nunca e 18,00% nunca eram

capazes de realizar tais tarefas. De forma isolada, as questdes de numero 7 e 11
apresentaram as menores proporcdes para a capacidade das mulheres realizarem as

tarefas diarias sempre.

Tabela 1: Resultado das questfes 1 a 11 do FIQ, sobre ainfluéncia da Fibromialgia nas atividades

davida diaria (AVD’s).

QUESTAO SEMPRE QUASE SEMPRE  QUASE NUNCA NUNCA
1-Iras compras? 45,10% 17,65% 19,60% 17,65%
2- Tratar da roupa na 58,82% 13,73% 9,80% 17,65%
maquina de lavar?
3 - Cozinhar? 76,47% 9,80% 7,85% 5,88%
4 - Lavar louga a mao? 76,47% 7,85% 5,88% 9,80%
5 - Aspirar a casa? 43,15% 13,72% 9,80% 33,33%
6 - Fazer as camas? 66,66% 17,65% 11,76% 3,93%
7 - Andar vdrios
quarteirdes (200 a 500m) 31,37% 23,54% 11,76% 33,33%
?
8 - Visitar a familia ou os 39,22% 11,76% 39,22% 9,80%
amigos?
9 - Tratar das plantas ou
praticar o seu 45,09% 15,70% 5,88% 33,33%
passatempo?
10 - Se deslocar em seu
carro proprio ou em 70,60% 11,76% 7,84% 9,80%
transporte publico?
11 - Subir as escadas? 13,72% 15,68% 47,05% 23,52%

MEDIA 51,52% 14,44% 16,04% 18,00%

A Tabela 2 apresenta os dados obtidos para as questbes 12 e 13 do FIQ,
referentes ao absenteismo e bem estar geral das mulheres com FM na semana anterior
ao preenchimento do questionario. Com relacdo a questdo 12 (quantidade de dias com

bem estar geral), 86,28% dos casos (44 pacientes) relataram que n&o sentiram bem
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estar em nenhum dia da semana; 9,80% (5 participantes) relataram apenas 1 dia;
1,96% relataram sentir-se bem durante 4 dias e 1,96% durante 6 dias.

Com relacdo a questdo 13 do FIQ (absenteismo ou ndo realizacdo das tarefas
domeésticas na semana anterior ao preenchimento do questionario), a maioria das
pacientes, 92,15% (47 pacientes) nao foram capazes de trabalhar ou realizar as tarefas
domésticas devido aos sintomas da FM. Dentre os demais pacientes, 3,93% (2
participantes) relataram absenteismo e incapacidade de realizacdo das tarefas em 6

dias.

Tabela 2: Resultados das questdes 12 e 13 do FIQ, sobre o bem estar geral e o absenteismo ao

trabalho, na semana anterior ao preenchimento do questionario.

Respostas 0 1 2 3 4 5 6 7

12- Na ultima semana,
em quantos dias se 86,2% 9,8% 0 0 2,0% 0 2,0% 0
sentiu bem?

13- Na ultima semana,
quantos dias faltou ao
trabalho e/ou néo
realizou as tarefas
domeésticas, devido a
fibromialgia?

0 2,0% 0 0 2,0% 0 3,9% 92,1%

5.3 — Analises Moleculares

As amostras de DNA obtidas do sangue periférico de pacientes (n=50) e
controles (n=49) foram submetidos a amplificagdo por PCR, resultando em um produto
de 193 pares de bases. A digestao deste produto com a enzima Bsh1236I resulta em
dois fragmentos (169pb e 24 pb) quando o alelo “G” esta presente e no fragmento

intacto (193pb) quando o alelo “A” esta presente. Todas as amostras apresentaram
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resultados satisfatérios. A Figura 2 exibe um gel de poliacrilamida utilizado para a

analise molecular deste estudo.

1 2 3 4 5 6 /

A ==
G =

Figura 3. Gel de poliacrilamida a 8%, corado com nitrato de prata, mostrando bandas de fragmentos
génicos correspondentes aos alelos A118 e G118. As amostras nimero 1 e 4 correspondem a individuos
homozigotos (A118A); a amostra numero 2 corresponde a um individuo homozigoto (G118G); e as
amostras 3 e 5 correspondem aos individuos heterozigotos (A118G). As canaletas 6 e 7 apresentam
bandas correspondentes a padrdes de peso molecular de DNA com bandas de 50 e 100 pares de bases,

respectivamente.

5.4 — Frequéncias Alélicas e Genotipicas Referentes ao Polimorfismo A118G do
Gene OPRM1 entre Populagbes Caso (FM) e Controle

As frequéncias dos alelos A118 e G118 foram, respectivamente, de 86,0%
(86/100) e 14,0% (14/100) para as pacientes com fibromialgia, e de 87,8% (86/98) e
12,2% (12/98) para o grupo controle (Tabela 3). Nao houve diferenca estatisticamente
significativa entre as frequéncias alélicas obtidas para os dois grupos estudados

(p=0,834).
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Tabela 3: Frequéncias alélicas relativas ao polimorfismo A118G do gene OPRM1 em pacientes com
fiboromialgia e controles

Grupos de estudo Alelos — A Alelos - G Total de Alelos
n (%) n (%)

Pacientes 86 (86,0%) 14 (14,0%) 100

Controles 86 (87,8%) 12 (12,2%) 98

Total de alelos 172 (86,9%) 26 (13,1%) 198

As frequéncias genotipicas encontradas para os casos (FM) foram de 74,0%
(37/50) para homozigotos AA; 24,0% (12/50) para heterozigotos AG e 2,0% (1/50) para
homozigotos GG. No grupo controle, as frequéncias genotipicas encontradas foram de
77,6% (38/49) para homozigotos AA; 20,4% (10/49) para heterozigotos AG e 2,0%
(1/49) para homozigotos GG (Tabela 4). N&o houve diferenga estatisticamente
significativa entre as frequéncias genotipicas obtidas para os dois grupos estudados

(p=0,839).

Tabela 4: Comparagéo entre as frequéncias genotipicas de pacientes e controles.

Grupos de estudo Genadtipos Total
AA AG GG
n (%) n (%) n (%)
Pacientes 37 (74,0%) 12 (24,0%) 1(2,0%) 50
Controles 38 (77,6%) 10 (20,4%) 1 (2,0%) 49
Total por genotipo 75 (75,8%) 22 (22,2%) 2 (2,0%) 99




44

5.5 — Possiveis Associacdes entre o Polimorfismo A118G e os Sintomas Clinicos
dos Pacientes com Fibromialgia

O polimorfismo do cédon 118 do gene OPRM1 foi avaliado em relacdo aos
diferentes aspectos clinicos das 50 pacientes com fibromialgia. Os resultados do FIQ
permitem classificar as pacientes em dois grandes grupos clinicos, de acordo com um
escore numérico. Pacientes com escore acima de 70 sdo considerados como tendo
sintomas severos, enquanto aquelas com escore abaixo de 70 s&o consideradas como
tendo sintomas classicos ou até intensos da doenca. Nenhuma associacao
estatisticamente significativa foi detectada entre o polimorfismo A118G do gene OPRM1
e 0s grupos de pacientes com fibromialgia classificadas de acordo com o escore de
gravidade dos sintomas e aspectos clinicos. Comparando o0s grupos de pacientes
graves e classicos com relacdo a presenca dos alelos “A” e “G”, nenhuma diferenca
estatistica significativa foi observada entre eles (p=0,764). Do mesmo modo, a
comparacao genotipica entre 0s mesmos grupos sintomaticos ndo apresentou diferenca
significativa (p=0,771). Estes resultados estdo demonstrados nas tabelas 5 e 6,

respectivamente:

Tabela 5: Distribuicdo das frequéncias alélicas absolutas e relativas nas pacientes com fibromialgia de
acordo com o escore de gravidade dos sintomas clinicos.

Pontos do FIQ Alelos — A Alelos - G Total de Alelos
n (%) n (%) n (%)

Maior ou igual a 70 30 (88,3%) 4 (11,7%) 34

Menor que 70 56 (84,8%) 10 (15,2%) 66

Total de alelos 86 (86,0%) 14 (14,0%) 100
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Tabela 6: Distribuicdo das frequéncias genaotipicas absolutas e relativas nas pacientes com fibromialgia
de acordo com o escore de gravidade dos sintomas clinicos.

Pontos do FIQ Genaotipos Total
AA AG GG
n (%) n (%) n (%)
Maior ou igual a 70 13 (76,5%) 4 (23,5%) 0 (0,0%) 17
Menor que 70 24 (72,7%) 8 (24,3%) 1 (3,0%) 33
Total por genétipo 37 (74,0%) 12 (24,0%) 1 (2,0%) 50

6.0 — DISCUSSAO

O estudo do polimorfismo A118G do gene OPRM1 vem sendo bastante
explorado em paises da Europa, América do Norte, e paises como a india, Israel e
China (Podolecki et al, 2009; Smith et al., 2011; Buskila D, 2009). Contudo, ndo séo
encontrados estudos sobre este mesmo polimorfismo envolvendo populacdes da
América do Sul, especificamente do Brasil. Sendo assim, esta pesquisa adquire o
carater inédito em ambito nacional, no que se refere ao estudo da presenca do
polimorfismo A118G em uma amostra da populacdo brasileira. Tal iniciativa traz
grandes beneficios para o cenério cientifico nacional, ao passo que insere o Brasil em
um esforco internacional na busca dos mecanismos etiologicos da FM, os quais
permanecem obscuros e refletem uma patologia extremamente incapacitante, com
elevacdo gradativa de sua incidéncia mundial.

A divulgacdo de um estudo sobre este polimorfismo na populacdo brasileira
também abre perspectivas para o desenvolvimento de novos projetos de pesquisa,

envolvendo amostras populacionais maiores em diversas partes do pais, visto que ha



46

uma grande variacdo populacional no Brasil, resultado direto da intensa miscigenacao
ocorrida desde o descobrimento até os dias atuais, envolvendo individuos de todos os
continentes.

Analisando os dois grupos deste estudo, foi possivel observar que ambos
estavam em equilibrio de Hardy-Weinberg, o que permitiu a realizacdo das andlises
propostas para 0 SNP A118G, do gene OPRM1. Para a comprovacdo quanto a
presenca dos sintomas da FM nas pacientes selecionadas, foi aplicado o FIQ antes da
coleta de sangue, que permitiu também a avaliacdo da influéncia dos sintomas da FM
sobre as atividades da vida diaria das pacientes.

O primeiro ponto passivel de analise é a porcentagem de alelos polimorficos “G”
encontrados no grupo de pacientes e no grupo de controles saudaveis. Ao se comparar
os dados encontrados com os dados publicados por Mague e Blendy (2010) , nota-se
qgue as proporcdes encontradas de 14,0% para pacientes e 12,5% para controles se
aproxima da proporcéo esperada para descendentes de europeus, definida entre 15,0%
e 30,0%, afastando-se da proporcdo esperada para descendentes de asiaticos (40 a
50%) e afrodescendentes americanos (1 a 3%). A proporcdo genotipica semelhante
entre pacientes e controles para os genétipos AA (74% - 77%), bem como para os
gendtipos AG (24% - 20,4%) e GG (2% - 2%) aponta para uma influéncia nula do
polimorfismo A118G sobre o surgimento dos sintomas da FM, assim como relatado por
Finan et al. (2010), que apresentaram dois estudos com associagao nula entre este
polimorfismo e os sintomas fibromialgicos. Esta afirmacdo é reforcada pelo estudo de
Holliday et al. (2009), que n&o encontrou associacao entre o SNP A118G e a dor difusa

cronica em pacientes com FM do Reino Unido.
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A avaliacdo de uma possivel influéncia do SNP A118G sobre a intensidade dos
sintomas no grupo de pacientes com FM também n&o demonstrou uma correlagcéo
significante (p=0,764 e p=0,771, respectivamente). Contudo, Fillingim et al. (2008)
relataram em seu estudo, que pacientes fibromialgicos portadores de pelo menos um
alelo G apresentaram maiores intensidades de dor em resposta a estimulos de pressao,
quando comparados a individuos homozigotos para o alelo A. Esta contradicdo pode
ser explicada pela grande variedade de genes que participam dos sistemas de
transmissdo da dor no sistema nervoso central e periférico, 0s quais podem estar
modificados em pontos diferentes da via da dor e ocasionar sintomas sobrepostos ou
semelhantes nos tecidos moles e no eixo HPA (Buskila et al., 2005; Bradley, 2009),
advindos de polimorfismos diversos. Janicki et al. (2006), relataram que o alelo G é
menos frequente em pacientes com dor crénica e que precisam de maiores doses de
analgésicos opidides, o que colabora com esta contradicéo.

A Fibromialgia, parece resultar da associacao entre a predisposicdo genética e
fatores ambientais (Buskila e Neumann, 2005; Hauser et al., 2009). Segundo Buskila
(2009), os fatores genéticos se relacionam diretamente aos sistemas serotoninérgicos,
dopaminérgicos e catecolamiérgicos. Assim, diferentes SNPs podem provocar a
alteracdo da modulacéo dos impulsos dolorosos no Sistema Nervoso Central. Também
sao relatadas alteracfes do Eixo HPA, responsavel pela resposta ao estresse e que se
apresenta hipoativo em pacientes com FM (Juruena et al., 2004), porém com um nivel
sérico normal de cortisol em fibromialgicos apds exercicios estaticos (Kadetoff e Kosek,
2010). Recentemente, tem sido relatado o fato das células imunologicas produzirem
opidides enddgenos, como as endorfinas, encefalinas e dinorfinas, no proprio local de

lesdo no tecido periférico (Sehgal et al., 2011). Tal fato pode levar a suspeitas sobre
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uma possivel hiperalgesia induzida por opidides em pacientes com FM, onde a
producdo excessiva e constante de opidides enddgenos poderia causar a baixa
responsividade destes individuos aos opidides exégenos, a0 mesmo tempo em que
provaria o0 aumento da sensibilidade dolorosa (Silverman, 2009), sendo portanto um
fator que necessita de maior investigacao cientifica.

Quanto aos fatores ambientais da FM, Buskila (2009) descreve os traumas
fisicos, 0 estresse psicolégico, as infeccdes e sindromes dolorosas periféricas como
possiveis gatilhos da FM. J& em uma pesquisa desenvolvida com 2.596 fibromiélgicos
utilizando a internet, 73% dos entrevistados relataram um trauma psicolégico ou crénico
como fator desencadeante dos sintomas (Bennett et al., 2007), o que corrobora a idéia
da interacdo entre a predisposicdo genética e os fatores ambientais.

Ao observar os dados encontrados pelo FIQ, o primeiro fato a ser notado é a
grande porcentagem de mulheres que sempre realizam as tarefas domésticas, mesmo
com a presenca diaria dos sintomas. Isto se deve provavelmente & classe econémica
baixa das pacientes que compunham o grupo de estudo. Em um estudo realizado por
Assumpcéo et al. (2009) no municipio de Embu, estado de Sdo Paulo, foi demonstrado
que a populacdo estudada na ocasido, composta apenas por individuos da classe
econdmica baixa, apresentou uma prevaléncia da FM superior a relatada em estudos
internacionais com populacdes diversas, atingindo o patamar de 4,4%. Outro estudo
recente relata que mulheres fibromialgicas podem se beneficiar de periodos de
“‘intervalo” das dores, ou “gaps”’, os quais s&o causados pela distracdo mental
provocada por atividades relaxantes, de prazer ou engajamento intenso em uma
atividade especifica, e que tais periodos podem ser utilizados para a realizacdo das

tarefas diarias (Calls et al., 2009).
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A respeito da questdo 12 do FIQ, o fato mais relevante encontrado foi que 86,3%
das participantes apresentaram dor durante todos os dias da semana anterior ao
preenchimento do questionario, enquanto na questdo 13, um total de 92,2% das
participantes relataram que os sintomas as fizeram faltar ao trabalho ou deixar de fazer
as atividades diarias. Isto mostra o grande impacto que os sintomas da FM causam
sobre a vida cotidiana das pacientes, além de comprovar a presenca de sintomas
intensos no grupo estudado.

Analisando os aspectos encontrados a respeito da dor, verificamos que esta
representa um dos maiores problemas que afetam a sociedade como um todo, gerando
preocupacdo em usuarios dos sistemas de saude e profissionais em geral, sendo o
maior motivo de consultas médicas e um fator gerador de grandes custos socio-
econdmicos (Kadetoff e Kosek, 2010). Para Xie et al. (2009), a dor é um fenémeno
complexo, o qual envolve diferentes processos sensoriais, afetivos e cognitivos,
mediados por uma extensa rede neural nos sistemas nervosos central e periférico.
DeSantana e Sluka (2008) relatam em seu estudo que a dor provém da interacdo de
fatores inibidores e facilitadores. Segundo Buskila (2009), a dor em pacientes com FM
parece estar relacionada principalmente a alteracfes dos sistemas serotoninérgicos,
dopaminérgicos e catecolaminérgicos, nos quais SNPs especificos se relacionam com a
promogdo ou inibicdo de estimulos dolorosos. Ja Smith et al. (2011), relatam que o0s
processos nociceptores excitatorios englobam a Substancia P, o glutamato, o gene
transportador de serotonina e o fator de crescimento neural. Relatam também, como
antinociceptores, a norepinefrina, a dopamina e a serotonina, bem como os opioides
endogenos e exogenos, além do GABA, confirmando, desta forma, o carater

multifatorial da transmisséo e percepcéo dos estimulos dolorosos.
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7.0 - CONCLUSAO

O grupo de pacientes selecionados apresentou em média uma pontuacao no FIQ
equivalente a um paciente com sintomas severos da FM, o que comprovou a gravidade
clinica da populacéo recrutada para o estudo. Ao final das analises, foi possivel concluir
que o polimorfismo A118G ndo apresentou correlacdo com a presenca dos sintomas
apresentados pelas pacientes, visto que as frequéncias alélicas e genotipicas entre os
grupos eram muito semelhantes. Observou-se também que a presenca do alelo
polimdrfico “G”, resultante da mudanca do cédon Asp40Asn, ndo apresentou qualquer
influéncia sobre a intensidade do quadro clinico, visto que as pacientes, divididas em
dois grupos com sintomas classicos e sintomas severos, apresentaram proporcdes
semelhantes deste polimorfismo. Dado este fato, foi possivel concluir que a dor em
pacientes fibromialgicos possui um provavel mecanismo etiolégico poligénico, no qual
0s sintomas seriam desencadeados ndo por apenas um SNP, mas por varios possiveis
SNPs presentes em genes responsaveis pela transmissao e modulacao dos estimulos
nociceptivos nas vias aferentes da dor, dentro do sistema nervoso central e periférico.

Desta forma, conclui-se que sao necessarios novos estudos a respeito de uma
provavel interacdo génica na FM, com énfase na investigacdo do papel dos sistemas
serotoninérgicos, dopaminérgicos e catecolaminérgicos na percep¢ao e propagacao
dos estimulos dolorosos. Faz-se necesséaria também a investigagdo de uma possivel
hiperalgesia induzida por opidides em pacientes com FM, vinda possivelmente da
fabricacéo de opidides endogenos diretamente nos pontos de inflamacéo, pelas células

de defesa presentes nestes locais.
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9.0 - ANEXOS

License for Academic and Clinical use of the
Fibromyalgia Impact Questionnaire (FIQ)

This FIQ license is valid as of Wednesday, August 11, 2010
Name of Licensee: Marcelo Watanabe De Matos
Location: Goiania / Goias / 74605-020 / Brazil

Project title: ANALISE DE POLIMORFISMOS GENETICOS EM PACIENTES COM FIBROMIALGIA
Estimated start date: 01/2009

Estimated finish date: 12/2010
Note. This license is only applicable to this one study.

A license to use of the FIQ for any other studies requires re-registration.

Please download FIQ version 2.1 for use in this study
Download FIQ

Please print this form for confirmation of your FIQ license


http://www.myalgia.com/FIQ/FIQ_D.pdf
http://www.myalgia.com/FIQ/FIQ_D.pdf
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FIBROMYALGIA IMPACT QUESTIONNAIRE (FIQ)

Last name: First name: Age : Todays date :
Duration of FM symptoms (years) : Years since diagnosis of FM :
Question 1

Directions: For questions “a” through “k”, please check the number that best describes how you did overall for the past week. If
you don’t normally do something that 1s asked, place an X’ in the “Not Applicable” box.

Mot
Applicable

Were vou able to: Always Most Occasionally Never

a. Do shopping? |:|0 D 1 |:| 2

Hi

b. Do laundry with a washer and dryer? DU ] ) 1,

c. Prepare meals? |:|D |:| 1 D 2

d.  Wash dishes / cooking utensils by hand? DD ] ) ] 5

e. Vacuum arug? DO D 1 |:| 2

f. Make beds? DD I:‘l s

Walk several blocks?

h.  Visit friends or relatives? ] 0 ] ) 1,

1. Do vard work? DD D 1 D 2

7. Drive a car? |:|0 Dl L,

k. Chmb stairs? DO Dl D}

O
m
m
B SRR IR I R I
O

Sub-total scores (for internal nse only) |:| I:l I:l

Total scove (for infernal use only) I:I

2. Ofthe 7 days in the past week, how many days did you feel good? Score

O, O, O, O O, O, O, O, [ ]

3. How many days last week did you miss work. including housework, because of fibromyalgia? Score

0, o O, O, O, Os O L L]

(Continued)




(Continuation)
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Directions: For the remaining items, mark the pomt on the line that best indicates how you felt overall for the past week.

4.  When you worked how much did pain or other symptoms of vour fibromyalgia interfere with your

ability to do your work, mcluding housework?

No problem |

| Great difficulty

with work

5. How bad has your pain been?

with work

| Very severe

No pain I

6. How tired have you been?

I pain

No tiredness I

7. How have you felt when vou get up in the morning?

Awoke well |

I Very tired

| Awoke very

rested

8. How bad has vour stiffness been?

tired

No suffness I

9. How nervous or anxious have you felt?

Not anxious |

I Very stff

| Very anxious

10. How depressed or blue have vou felt?

Not |

depressed !

| Very
depressed

(for mternal use
only,

Score

Score

Score

Score

Score

i

Score

i

Score

|

Sub-total

FIQ TOTAL

FlQ 2.1 @ Drs Burckhardt CS, Clark SR, Bennett RM 1997,
All rights reserved FIQ-AU2.1_eng-USori.doc
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Versao portuguesa do FIQ (FIQ-P).

NOME
DATA / /

FIBROMYALGIA IMPACT QUESTIONNAIRE
(VERSAD PORTUGUESA) - FIO-P

INSTRUGOES: Nas perguntas 1 a 11 por favor faga um cfrculo no nimero que, em relacdo a Glima semana, melhor
descreve a maneira como, em geral, fol capaz de executar as tarefas indicadas. Se habitualmente ndo faz uma dessas
tarefas risque essa pergunta.

Sempre Quase Quase Nunca
Sempre nunca

Foi capaz de:

1. Iras compras? 0 1 2 3
2. Tratar da roupa na maquina de lavar / secar? 0 1 2 3
3. Cozinhar? 0 1 2 3
4. Lavar louga & mio? 0 1 2 3
5. Aspirar a casa? 0 1 2 3
6. Fazer as camas? 0 1 2 3
7. Andar varios quarteirdes (200 a 500 metros)? 0 1 2 3
8. Visitar a famflia ou 0s amigos? 0 1 2 3
9. Tratar das plantas ou praticar o seu passatempo? 0 1 2 3
10. Se deslocar, no seu proprio carro ou em transportes pablicos? 0 1 2 3
11. Subir as escadas? 0 1 2 3

-
[

. Na dltima semana, em quantos dias se sentiu bem?
0 1 2 3 4 ] L] 7
. Na Ultima semana, quantos dias faltou ao trabalho efou ndo realizou as tarefas domésticas, devido & fibromialgia?
0 1 2 3 4 5 6 7

-
5]
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INSTRUCOES: Nas perguntas que se sequem, assinale um ponto na linha que melhor indica o modo como, em geral, se
sentiu na altima semana.

14. Nos dias que trabalhou, quanto & que a sua doenca — Fibromialgia - interferiu no seu trabalho?

Trabalhei sem problemas * e e | —]—_|__* Tive grande dificuldade
no trabalho

15. Que intensidade teve a sua dor?

Ndo tive dor b N N (R N N DN S R . Tive dor muito intensa

16. Que cansaco sentiu?

Néo senti cansaco R I N NN D O DR D DR Sentl um cansago
enorme

17. Como se sentiu quando se levantava de manha?
Acordel bem repousada LI I R RN D DA DU P D Acordel muito cansada

18. Que rigidez sentiu?
Ndo tive rigidez L JS R PR DU U S PR B N Senti muita rigidez

19. Sentiu-se nervosa ou ansiosa?
Nzo tive ansledade el —1—_]_*  sent-me muito anslosa

20. Sentiu-se triste ou deprimida?
Ndo me senti deprimida * ]| —1]—_]__®* sSenti-me muito deprimida
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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 atuacdo é a Fisioterapia em Ortopedia e Traumatologia. Apos ler com
atencao este documento e ser esclarecido(a) sobre as informacfes 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 € do pesquisador responsavel. Em caso de duvida
sobre a pesquisa, vocé podera entrar em contato com o pesquisador responsavel, Dr.
Marcelo Watanabe de Matos, pelos telefones: (62) 3251-0800 / (62) 8429-3838. Se
desejar deixar de fazer parte desta pesquisa, a qualguer momento, vocé ndo sara
penalizado de forma alguma. Em casos de maiores duvidas quanto a sua participacao
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 DE POLIMORFISMOS GENETICOS EM PACIENTES
COM FIBROMIALGIA™

Pesquisador responsavel: Prof. Marcelo Watanabe de Matos
Contatos: (62) 3251-0800 / (62) 8429-3838

Objetivos: o objetivo desta pesquisa € esclarecer a participacdo de algumas
mutacdes genéticas no surgimento dos sintomas da Fibromialgia.

Procedimentos: para este estudo, serd necessaria apenas 01 amostra de sangue,
que sera coletada por funcionarios do Laboratério de Andlises Clinicas do CRER,
com seringas descartaveis e materiais apropriados para a coleta, como luvas de
procedimento e mascaras, somado ao preenchimento de um pequeno questionario
de sintomas.

Acompanhamento: sua participacao sera feita pelo preenchimento do questionario
de sintomas e pela coleta da amostra de sangue. Sendo assim, o tempo maximo
que vocé precisard para participar ser4 de 20 minutos. Durante este tempo, vocé
sera acompanhado pelo pesquisador e por um enfermeiro do CRER, que far4 a
coleta do sangue. Suas respostas no questiondrio serdo mantidas em sigilo
absoluto, sob responsabilidade total do pesquisador.

Grupos: caso vocé seja paciente cadastrado no CRER, vocé fara parte do grupo de
estudo dos genes contidos no sangue. Caso nao seja paciente do CRER, vocé fara
parte, entdo, do grupo de comparacdo dos resultados. Os dois grupos sao
fundamentais para a pesquisa e tém igual importancia nos resultados.

Riscos: esta pesquisa ndo possui grandes riscos a sua saude, pois todo o material
usado na coleta de sangue sera esterilizado e descartavel, e o Unico procedimento
gue pode gerar uma dor leve e momentanea é a aplicacdo da agulha durante a
coleta do sangue. Todos os procedimentos serdo realizados por profissionais
especializados do CRER. Porém, caso ocorra qualquer acidente durante a coleta de
sangue ou caso Vocé se sinta mal, a equipe médica do CRER lhe prestara a
assisténcia necessaria, de forma total e imediata, gratuitamente.

Danos recorrentes da pesquisa: a coleta de sangue é 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 injecao na veia e em alguns casos, pode deixar uma pequena mancha roxa,
qgue habitualmente melhora em algumas horas ou em poucos dias.



Nome do pesquisador:

Assinatura do pesquisador:
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Lesbes causadas pela pesquisa: a coleta do sangue nao provoca reacodes
colaterais, e sera realizada somente apds o0 seu consentimento total, sendo que
vocé tem o direito de desistir da pesquisa a qualguer momento, mesmo antes da
coleta do sangue.

Direito de ressarcimento e indenizacao: qualquer prejuizo que vocé entenda que
tenha sido causado pela sua participagdo na pesquisa, seré passivel de indenizacdo
a ser paga pelo pesquisador, que se compromete a acatar uma possivel decisédo
judicial legalmente estabelecida, desde que seja comprovada a relagdo do dano
pessoal com a participacdo na pesquisa.

Sua participacdo neste estudo € voluntaria, ndo havendo portanto,
remuneracado 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 precisara doar uma amostra de sangue apenas 01 vez, e
preencher apenas 01 questionario , ndo sendo preciso que retorne para outras
coletas ou questionarios.

Periodo: esta pesquisa sera feita até dezembro de 2010, onde os resultados seréao
divulgados em revista cientifica.

Sigilo dos dados: todas as suas informacgfes serdo mantidas sob absoluto sigilo,
onde o seu nome nédo sera divulgado, ou qualquer resposta que tenha colocado no
questionario de sintomas.

Garantia de recusa: vocé tem a garantia total de poder desistir de sua participacao
na pesquisa a qualquer momento, sem prejuizo qualquer de seu tratamento no
CRER, ou em qualquer outro centro de saude, publico ou privado.

Garantia de exclusividade da pesquisa: os dados obtidos nesta pesquisa serdo
utilizados somente para ela, ndo sendo repassados, em hipotese alguma, para outro
estudo ou outro centro de ensino e pesquisa.

Garantia de ressarcimento de despesas: suas despesas decorrentes da
participacédo nesta pesquisa serdo totalmente ressarcidas pelo pesquisador.

Data: / /
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CONSENTIMENTO DE PARTICIPA(;AO PESSOAL COMO VOLUNTARIO DA
PESQUISA
Eu, )

RG: CPF: / abaixo assinado, concordo em
participar do estudo “ANALISE DE POLIMORFISMOS GENETICOS EM PACIENTES
COM FIBROMIALGIA™, sob a responsabilidade do pesquisador Marcelo Watanabe de

Matos, como sujeito voluntério. Declaro que fui devidamente informado e esclarecido

pelo pesquisador sobre os termos da pesquisa, 0s procedimentos envolvidos, assim
como 0s possiveis riscos e beneficios decorrentes de minha participagéo. Certifico que
me foi garantido o direito de poder retirar meu consentimento a qualquer momento, sem
que isto leve a qualquer penalidade ou interrupcdo 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 patrticipar.

Testemunhas (ndo ligadas a equipe de pesquisadores):

Nome:

Assinatura:

Nome:

Assinatura:

ObservacgOes complementares:




