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RESUMO

Apesar de sua etiopatologia obscura, a fibromialgia é definida por dores
musculoesqueléticas difusas e nao articulares e sensibilidade a palpacao
exacerbada em determinados pontos musculares, afetando principalmente mulheres,
numa proporcdo de 6 a 10 mulheres para cada homem. Varios estudos tém
demonstrado o papel relevante dos polimorfismos de genes serotoninérgicos,
dopaminérgicos e catecolaminérgicos na etiologia da fibromialgia. Desta forma,
fatores genéticos podem ser determinantes na patogénese da fibromialgia e alguns
fatores ambientais podem desencadear a fibromialgia em individuos geneticamente
predispostos. Neste contexto, parece que o polimorfismo T102C do gene do receptor
da serotonina (5-HT2A) pode ser relevante na suscetibilidade a fibromialgia. Assim,
0 objetivo do presente trabalho foi o de realizar uma meta-analise com o intuito de
investigar a associagao entre o polimorfismo do gene do receptor da serotonina (5-
HT2A), no SNP T102C, na suscetibilidade a fibromialgia. Cinco estudos, entre 0s
anos de 1999 a 2011, sobre o polimorfismo 5-HT2A™%° em fibromialgia foram
selecionados e utilizados para a confeccdo de uma meta-andlise. O perfil
epidemioldgico dos pacientes fibromialgicos revelou uma idade média de 46,7 (+
5,9) anos, com o0s extremos variando de 21 a 77 anos. Adiconalmente, a propor¢cao
entre géneros apontou uma diferenca de aproximadamente 7 mulheres com
fibromialgia para cada homem diagnosticado. O tempo médio em que 0s pacientes
sofrem da sindrome fibromiélgica € de 7,4 (+ 2,9) anos. As frequéncias alélicas para
T e C, para 0 gene 5-HT2A™%%¢ foram, respectivamente, para os pacientes: 337
(43,1%) e 445 (56,9%) e para os controles: 362 (51,6%) e 340 (48,4%), indicando
um predominio do alelo C em pacientes com fibromialgia (p=0,0013). Ao avaliar as
frequéncias genotipicas, encontrou-se: 73 (18,7%) TT, 191 (48,8%) TC e 127
(32,5%) CC. No grupo controle foram: 98 (27,9%) TT, 166 (47,3%) TC e 87 (24,8%)
CC. O gendtipo CC aparece em maior frequéncia no grupo dos pacientes
fibromialgico (p=0,0046). A meta-analise gerou um universo de avaliacdo simultanea
de 742 individuos (391 pacientes com fibromialgia e 351 controles). Os testes
aplicados nao indicaram diferencas significativas entre 0s grupos caso e controle.
Assim, o resultado da meta-andlise sugere auséncia de correlacdo entre o
polimorfismo em questdo e a suscetibilidade a fibromialgia. Sugerimos a utilizacdo
de um amplo painel de SNPs com a intengcdo de aumentar as chances de se
encontrar associacao entre polimorfismos génicos e suscetibilidade a fibromialgia.
Palavras-chave: Polimorfismo de Nucledtido Simple, Receptores de Serotonina,
Fibromialgia, Meta-Analise.



ABSTRACT

SEROTONIN RECEPTOR GENE T102C POLYMORPHISM (5-HT2A) IN
FIBROMYALGIA: META-ANALYSIS

Despite its obscure aetiopathology, fibromyalgia is defined by diffuse musculoskeletal
pain and not joint, and heightened sensitivity to palpation of certain muscle points,
mainly affecting women, in a ratio of 6 to 10 women for every man. Several studies
have demonstrated the role of polymorphisms of genes serotonergic, dopaminergic
and catecholaminergic in the etiology of fiboromyalgia. Thus, genetic factors may be
determinants in the pathogenesis of fiboromyalgia and some environmental factors
may trigger fibromyalgia in genetically predisposed individuals. In this context, it
seems that the gene polymorphism T102C serotonin receptor (5-HT2A) is relevant in
susceptibility to fiboromyalgia. The objective of this study was to perform a meta-
analysis in order to investigate the association between polymorphism of the
serotonin receptor gene (5-HT2A), the T102C SNP in susceptibility to fiboromyalgia.
Five studies, between the years 1999 to 2011, about 5-HT2A™%€ polymorphism in
fioromyalgia were selected and used for making a meta-analysis. The
epidemiological profile of fiboromyalgia patients revealed a mean age of 46.7 (+ 5.9)
years, with extremes ranging from 21 to 77 years. The proportion between genders
showed a difference of approximately 7 women for every man diagnosed
fiboromyalgia. The average time in which patients suffering from fibromyalgia
syndrome is 7.4 (+ 2.9) years. Allele frequencies for T and C, the gene for 5-
HT2A™%%€ were, respectively, for patients: 337 (43.1%) and 445 (56.9%) and for the
controls: 362 (51.6%) and 340 (48.4%), indicating a predominance of the C allele in
patients with fiboromyalgia (p=0.0013). When evaluating the genotypic frequencies,
we found: 73 (18.7%) TT, 191 (48.8%) and TC 127 (32.5%) CC. The control group:
98 (27.9%) TT, 166 (47.3%) and TC 87 (24.8%) CC. The CC genotype appears more
frequently in the patients fibromyalgia patients (p=0.0046). A meta-analysis
generated a universe of simultaneous evaluation of 742 individuals (391 fibromyalgia
patients and 351 controls). The applied tests indicated no significant differences
between the case and control groups. Thus, the result of the meta-analysis suggests
no correlation between polymorphism in question and susceptibility to fiboromyalgia.
We suggest the use of a broad panel of SNPs with the intention of increasing the
chances of finding an association between genetic polymorphisms and susceptibility
to fiboromyalgia.

Key words: Single Nucleotide Polymorphism, Serotonin Receptors, Fibromyalgia,
Meta-Analysis.
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1. Introducéao
1.1 Definicéo

A Fibromialgia € uma sindrome de dor crbnica, generalizada (Koroschetz et
al.,, 2011). No passado, por indefinicho de sua etiologia, a fibromialgia era
considerada uma doenca de quadro inflamatério, denominada fibrosite (Riberto e
Pato, 2004). A denominacdo “fibromialgia”, deriva do latim fibro (tecido fibroso,
presente nos ligamentos e tenddes) e do grego mio (tecido muscular), algos (dor) e
ia (condig&o), e substituiu o termo fibrosite (Helfenstein Junior et al., 2012).

Atualmente, apesar de ter sua etiopatologia ainda obscura, a fibromialgia é
definida por dores musculoesqueléticas difusas e néo articulares, e sensibilidade a
palpacdo exacerbada de determinados pontos musculares, afetando principalmente
mulheres, numa proporcdo de 6 a 10 mulheres para 1 homem (Chakrabarty e
Zoorob, 2007). A faixa etaria de maior acometimento esta ao redor da quinta década
de vida, associada a algumas condi¢cdes que incluem menor escolaridade e
condicdo de divércio (Riberto e Pato, 2004). Adicionalmente, sdo observados
também, o sono nao reparador, ansiedade, fadiga, dificuldades cognitivas e quadros
de depressao (Mergener et al., 2011).

A fibromialgia € o segundo distdrbio mais observado por reumatologistas,
sendo uma doenca debilitante com um efeito devastador na vida dos pacientes,
afetando suas atividades cotidianas, suas rela¢des familiares, resultando em grande
impacto econdmico para a sociedade (Helfenstein Junior et al., 2012). Neste
contexto, a fibromialgia causa um importante problema social, pois 10 a 25% dos
pacientes ndo sdo capazes de trabalhar em qualquer ambiente cujas modificagbes
de trabalho s&@o necessérias (Podolecki et al., 2009).

Em 1990, por auséncia de um substrato anatdémico na sua fisiopatologia e por
sintomas que se assemelham com quadro de depressdo maior e a sindrome da
fadiga cronica, o Comité Multicéntrico do Colégio Americano de Reumatologia, na
tentativa de homogeneizar as populagbes em estudo, publicou os critérios de
classificagdo da fibromialgia, bem como o0s principais sintomas e sinais. Nesta
publicacdo incluiu-se o0 mapeamento de pontos musculares com dores cronicas,
denominados tender points (Matsuda et al.,, 2010; Mergener et al.,, 2011). O
mapeamento anatdmico dos 18 tender points pode ser observado na Figura 1.

MGene - Mestrado em Genética Paula Aparecida Borges Peres
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Figura 1. Mapeamento anatdémico dos 18
possiveis tender points diagnosticados na
fibromialgia e estilo de palpagéo (A <~ B < C)
para a identificacdo dos pontos dolorosos
(Leventhal , 1999).

Para ser diagnosticado com fibromialgia, o paciente deve ter um histérico de
dor difusa em ambos os lados do corpo, envolvendo o esqueleto axial, por pelo
menos 3 meses e, no minimo, 11 dos 18 pontos dolorosos (tender points) ao exame
fisico (Helfenstein Junior et al., 2012). Recentemente, tem sido construido novos

critérios de diagnostico para a fibromialgia (Jahan et al., 2012).

1.2 Historico

No ano de 1972, Smythe descreveu a desordem crénica como uma dor
generalizada na qual a sensibilidade aumentava durante a palpacdo em pontos
especificos, denominando a condigdo patolégica de fibrosite. Em 1977, o termo
“fibrosite” foi substituido por “fibromialgia” pelos pesquisadores Smythe e Moldofsky,
fato essencial para a aceitacdo da patologia pela comunidade cientifica internacional
(Matsuda et al., 2010).

Na década de 1980, o achado de determinados sintomas e, principalmente,
da presenca dos tender points, fez com que a fibromialgia deixasse de ser
considerada um condicdo sistémica (Helfenstein Junior et al., 2012). Apdés 1990, o
Colégio Americano de Reumatologia promoveu o lancamento das diretrizes para a

classificagao de pacientes com fibromialgia. Tal fato levou a Organizagdo Mundial de

MGene - Mestrado em Genética Paula Aparecida Borges Peres
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Saude, em 1991, a inserir a fibromialgia na décima revisdo de Classificacao
Internacional de Doencas (CID-10) [Bondy et al., 1999].

O Colégio Americano de Reumatologia prop6s recentemente, novos critérios
de diagnostico para a fibromialgia, incluindo sintomas como a fadiga, disturbios do
sono, problemas cognitivos e a dor. Os critérios de classificacdo anteriormente
usados e denominados como tender points, estdo sendo substituidos por um indice
de dor generalizada e uma pontuacao de severidade dos sintomas. O paciente entao
passa a relatar 19 regides do corpo em que foi sentido a dor durante a semana
anterior, atribuindo 1 ponto para cada &rea, podendo assim o resultado variar de 0 a
19 (Jahan et al., 2012).

Nos ultimos anos, a medicina tem ampliado a compreensdo sobre a
fibromialgia, se esquivando definitivamente de conceitos errbneos. Neste contexto, a
dor parece resultar de desequilibrios neuroquimicos do sistema nervoso central, que
pode levar a uma amplificacdo de percepcdo de dor, caracterizada por alodinia e
hiperalgesia (Jahan et al., 2012).

1.3 Epidemiologia e etiologia da fibromialgia

Segundo alguns estudos ocidentais, 3 a 4% da populacdo mundial pode
sofrer de fibromialgia, sem cumprir todos os critérios estabelecidos pelo Colégio
Americano de Reumatologia (Ablin e Buskila, 2006). Entretanto, obedecendo aos
critérios de classificacdo, a prevaléncia de fibromialgia € de 2% na populacdo
mundial, sendo a prevaléncia de 3,4% para mulheres e 0,5% para homens. No
Brasil, a prevaléncia é de 2,5%, sendo maioria do sexo feminino, com predominio
entre 35 a 44 anos de idade (Helfenstein Junior et al., 2012). Estes mesmos autores,
destacam o impacto econémico da fibromialgia, pois anualmente consomem-se
exorbitantes recursos financeiros para a investigacdo diagnostica e para o
tratamento desta patologia em particular.

Pelo fato da etiologia da fibromialgia ainda ndo estar completamente
esclarecida, a acdo profissional multidisciplinar no atendimento destes pacientes é
pautada por muitas contradicoes (Lee et al., 2011). Neste contexto, parece que a
fibromialgia tem estreita relacdo com o sistema imunolégico que, possivelmente,
esta envolvido diretamente com a desregulacdo do eixo hipotalamo-hipofise-adrenal
e também com o0 sistema nervoso simpatico. Inicialmente, alguns autores,

descreveram aumento dos niveis de citocinas pro-inflamatérias e linfécitos T
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ativados em pacientes com fibromialgia. Entretanto, outros autores ndo conseguiram
demonstrar qualquer alteragdo imunoldgica associada com esta sindrome crbnica
(Carvalho et al., 2008).

Véarios estudos tém abordado a fibromialgia em membros da familia de
pacientes que sofrem ou ja sofreram esta sindrome, justificando a influéncia genética
ou ambiental, ou uma combinacdo de ambas. Uma relacdo de genes responsaveis
tem sido investigada, em especial genes envolvidos com o0s sistemas
serotoninérgicos, dopaminérgicos e norepinefrinos (Carvalho et al., 2008). A etiologia
da fibromialgia parece também envolver uma desregulacdo do eixo hipotalamo-
hipofise-adrenal (HAA) e o sistema nervoso simpético (SNS), pois estes
compreendem o0s sistemas de resposta ao estresse e as disfungcdes neuro-
hormonais. Por isso, acredita-se que fatores estressantes, ambientais, hormonais
e/lou genéticos podem perturbar o eixo HAA e o SNS. Desta forma, o paciente
comumente experimenta dificuldade para manter a profundidade do sono,
transtornos de humor, depressao e ansiedade (Recla, 2010).

Um dos principais focos de diversos estudos é que um distarbio primario da
fibromialgia seria uma alteracdo no mecanismo de controle da dor, que poderia
resultar numa disfungdo de neurotransmissores. Poderia ocorrer, portanto uma
deficiéncia de neurotransmissores inibitorios como a serotonina, a encefalina, a
norepinefrina, ou um aumento de atividade de neurotransmissores excitatorios como
a substancia P, o glutamato, a bradicinina, que também poderiam ser
desencadeadas geneticamente por algum estresse nao especifico (Helfenstein
Junior et al., 2012).

Matsuda et al. (2010) citaram estudos que sugerem polimorfismos genéticos
envolvidos na fibromialgia, principalmente em relacdo a alguns neurotransmissores
como a serotonina. Isso porque niveis reduzidos de serotonina aumentam a
sensibilidade a estimulos dolorosos, podendo se relacionar a diminuicdo do fluxo
sanguineo, observado nos musculos e tecidos superficiais de pacientes
fibromialgicos. Por outro lado, Chakrabarty e Zoorob (2007) citaram estudos que
descrevem a influéncia de fatores ambientais desempenhando um papel importante

nas condic¢des relacionadas ao desenvolvimento da fibromialgia.
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1.4 Sinais e sintomas

A dor, principal caracteristica da fibromialgia, € uma experiéncia complexa e
abrangente, sensorial-discriminativa, afetivo-motivacional e cognitiva, mediada por
mecanismos diferentes. Alteracdes nos mecanismos de controle de dor, devido a
disfuncdo de neurotransmissores, tem sido a teoria mais aceita para justificar a dor
na fibromialgia (Dadabhoy et al., 2008). A dor difusa e cronica esta presente e
envolve o esqueleto axial e periférico, porém o0s pacientes apresentam uma
dificuldade em especificar o local da dor, apontando para sitios periarticulares.
Alguns pacientes relatam uma dor principalmente na coluna cervical, outros alegam
a dor difusa afetando membros superiores e inferiores (Provenza et al., 2004).

Outro sintoma frequentemente visto na fibromialgia € o distirbio do sono.
Usando a polissonografia, pesquisadores tém correlacionado sonoléncia excessiva
com ma qualidade e eficiéncia ruim do sono (Dadabhoy et al., 2008). Disturbios do
sono ocorrem em todos dos pacientes fibromialigicos, provocando déficits cognitivos,
cansaco matinal e propensdo a distlrbios psiquiatricos (Helfenstein Junior et al.,
2012).

O estresse é apoiado por estudos que demonstram alteragdes no eixo
hipotalamo-hipoéfise-adrenal, e tem sido fortemente correlacionado com o género
feminino, por apresentar aumento de susceptibilidade ao estresse (Dadabhoy et al.,
2008). Os pacientes também apresentam outras queixas, tais como, sindrome do
intestino irritAvel, distarbios de humor, depressdo, ansiedade, enfim, uma
combinacéo de fatores comportamentais, hormonais e imunoldgicos (Matsuda et al.,
2010). A depressdo esta presente em 20 a 80% dos pacientes, podendo
desencadear ou agravar outros sintomas da fibromialgia, assim como ser
consequéncia de eventos estressores agudos e ou crbnicos. A depressdo
compromete a qualidade de vida do paciente, aumentando a dor e a percepc¢éao de

incapacidade funcional (Mergener et al., 2011).

1.5 Avaliacao diagnostica

Segundo o Consenso Brasileiro do Tratamento da Fibromialgia, a fibromialgia
deve ser diagnosticada em funcdo das suas préprias caracteristicas e ndo por
exclusdo de diagndéstico (Heymann et al., 2010). Os principais condi¢cdes associadas
a fibromialgia podem ser observados no Quadro 1 (Jahan et al., 2012).
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Musculo-esquelético | Genito-urinario Gastrointestinal Diversos

v' Parestesia de v’ Dismenorréia v’ Sindrome do v' Tensao
membros inferiores | v* Cistite Intersticial intestino irritavel v' Enxaqueca

v' Sindrome da v Vulvodinia v Dismotilidade v" Prolapso da valvula
articulacéo v’ Sindrome uretral Esofagica mitral
tempero-mandibular feminina v' Alergia

v' Sindrome de v' Vestibulites vulvar v’ Disturbios
hipermobilidade v Sindrome pré- vestibulares

v' Sindrome das menstrual v’ Disturbios oculares
pernas inquietas v Transtornos de

v’ Artrite reumatoide ansiedade

v Lupus Eritematoso v" Fendmeno
Sistémico Reynaud

v' Sindrome de v' Disfungéo da
Sjogren tireoide

v Osteoartrite v' Doenga de Lyme

v' Sindrome de v' Hiperventilagao
Fadiga Crbnica v' Disfungéo cognitiva

v Sindrome do tunel
do carpo

v" Sindrome de dor
miofascial

Quadro 1. Condicdes associadas a fibromialgia (Jahan et al., 2012).

A palpacédo digital é a técnica mais usada juntamente com caracteristicas
clinico-propedéuticas de dor. Para a avaliacdo diagnostica, sdo realizados a
contagem dos pontos dolorosos ou o indice mialgico total. Portanto, a dor difusa e
generalizada é considerada sintoma essencial e principal para o diagnéstico. As
escalas analdgicas tém sido utilizadas na avaliacao inicial da fibromialgia, sendo a
mais frequente composta por uma linha de 10cm, e cada uma das extremidades
representa auséncia dos sintomas, e a outra presenca dos sintomas intenso. Pode-
se fazer também uma escala numérica de sintomas que percorre de 0 para auséncia
até 10 para presenca de sintoma severo. Existem também escalas do tipo Likert, as
quais se atribui o valor de 0 a 5, quando o sintoma esta: (0) ausente, (1) muito leve,
(2) leve, (3) moderado, (4) intenso, ou (5) muito intenso. Na palpacdo digital, é
realizada uma forca que torna palido o leito ungueal constituindo um estimulo
doloroso e, portanto, pode-se obter o escore com a seguinte escala: (0) auséncia de
dor, (1) dor leve, (2) exclamacgéo verbal de dor, (3) movimento de retirada ou
expressao facial de dor. O escore maximo obtido é de 54, resultante da avaliagdo de
18 pontos dolorosos vezes 3, que € a avaliagdo maxima (Provenza et al., 2004).
Alguns modelos de escalas numéricas e visuais analogicas da intensidade da dor

podem ser vistas na Figura 2 (Carvalho e Kowacs, 2006).
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Escala Visual Analogica |
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Escala de faces Wong Baker
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Figura 2. Modelos de escalas numéricas e visuais analdgicas da intensidade da dor (Carvalho e '
Kowacs, 2006).

O Colégio Americano de Reumatologia definiu alguns critérios de
classificacéo da fibromialgia, tais como: histéria clinica de dor generalizada afetando
0 esqueleto axial e periférico, acima e abaixo da cintura a mais de trés meses; dor a
palpacao digital com forca de 4kg em pelo menos 11 dos seguintes 18 tender points
possiveis: (1) insercdo dos musculos suboccipitais na nuca; (2) ligamentos dos
processos transversos da quinta a sétima vértebra cervical; (3) borda rostral do
trapézio; (4) origem do musculo supraespinhal; (5) juncdo do musculo peitoral com a
articulagcdo costocondral da segunda costela; (6) dois centimetros abaixo do
epicondilo lateral do cotovelo; (7) quadrante supero-externo da regido glutea, abaixo
da espinha iliaca; (8) inser¢cdes musculares no trocanter femoral; (9) coxim
gorduroso, pouco acima da linha média do joelho (Helfenstein Junior et al., 2012).
Os critérios de classificagdo da fibromialgia segundo o Colégio Americano de

Reumatologia podem ser vistos no Quadro 2 (Arnold et al., 2011).
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Quadro 2. Critérios para a classificacdo da fibromialgia segundo o Colégio Americano de
Reumatologia (Arnold et al., 2011).

Histoéria de dor generalizada (presente por periodo 2 3 meses):

Definicdo: A dor é considerada generalizada quando estdo simultaneamente presentes: dor em
ambos os lados do corpo, dor acima e abaixo da cintura. Além disso, a dor 6ssea axial (coluna
cervical, anterior do térax, coluna toracica ou dor lombar) deve estar presente.

Dor em 11 dos 18 locais padronizados, denominados tender points (bilaterais), identificados
por palpagao digital:
1. Subocciptal: na insergdo do musculo subocciptal
2. Cervical baixo: atras do tergo inferior do esternocleidomastoideo, no ligamento intertransverso
C5eC6
3. Trapézio: ponto médio do bordo superior, numa parte firme do musculo
4. Supra-espinhoso: acima da escapula, préximo a borda medial, na origem do musculo supra-
espinhoso;
5. Segunda jung¢édo costo-condral: lateral a jungdo, na origem do musculo grande peitoral
6. Epicondilo lateral: 2 a 5 cm de distancia do epicondilo lateral
7. Gliteo médio: na parte média do quadrante sUpero-externo na por¢ao anterior do musculo
gliteo médio
8. Trocantérico: posterior a proeminéncia do grande trocanter
9. Joelho: no coxim gorduroso, pouco acima da linha média do joelho.

Palpacao digital deve ser realizada com uma for¢ca aproximada de 4 kg. Um tender point deve
ser doloroso a palpacéo.

Os pacientes também relatam fadiga, rigidez muscular, dor apds exercicio
fisico, sono descompensado, depressdo, ansiedade, deficiéncia de memoria,
cefaléia, tontura, sindrome compativel com a sindrome do intestino irritavel
(Helfenstein Junior et al., 2012).

Recentemente, novos critérios para a avaliacdo da fibromialgia foram
sugeridos pelo Colégio Americano de Reumatologia. Os novos critérios incluem uma
lista de sintomas, que, ao contrario de focar o diagnéstico nos pontos dolorosos
(tender points), recomenda-se a avaliacdo de 19 regibes do corpo para a sensacao
de dor experimentada pelo paciente na ultima semana. Assim, cada regido dolorosa
recebe um ponto, podendo variar de 0 a 19. Este nimero é referido como indice de
dor generalizada (WPI, do inglés, Widespread Pain Index), sendo um dos critérios
para o diagndstico de fibromialgia. A segunda parte envolve uma avaliagdo da
severidade dos sintomas (SS, do inglés, Symptom Severity), como: fadiga, sono néo
reparador, sintomas cognitivos, somaticos, dor de cabeca, fraqueza, nauseas,
tonturas, dorméncia, formigamento, queda de cabelo, nos quais o paciente classifica
cada um de 0 a 3 (Quadro 3). Tais sintomas podem resultar em um escore de 0 a
12. O diagnostico da fibromialgia € dado nas seguintes situacoes: WPI > 7 e SS > 5
ou WPl entre 3a 6 e SS > 9 (Jahan et al., 2012).
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Quadro 3. Novos critérios de diagnéstico da fibromialgia (Jahan et al., 2012).

Fadiga

Acordar Cansado

Sintomas Coghnitivos

0 = N&o tem problema

0 = Ndo tem problema

0 = N&o tem problema

1 = Discreto ou leve
(geralmente suave ou
intermitente)

1= Discreto ou leve
(geralmente suave ou
intermitente)

1 = Discreto ou leve
(geralmente suave ou
intermitente)

2 = Considerado moderado;
frequentemente presente e ou
nivel moderado

2 = Considerado moderado;
frequentemente presente e ou
nivel moderado

2 = Considerado moderado;
frequentemente presente e ou
nivel moderado

3 = Grave, penetrante,
continuo; perturba a vida

3 = Grave, penetrante,
continuo; perturba a vida

3 = Grave, penetrante,
continuo; perturba a vida

1.6 Tratamento

A subjetividade dos sinais e sintomas da fibromialgia torna o atendimento do
paciente um grande desafio, permanecendo ainda voltada as manifestacdes clinicas
com medidas farmacolégicas e ndo farmacolégicas. Em alternativas farmacoldgicas,
sdo usados antidepressivos triciclicos, que atuam alterando o metabolismo da
serotonina e noroadrenalina e nos nociceptores periféricos e mecanicos receptores
promovendo analgesia. Adicionalmente, utilizam-se bloqueadores seletivos da
receptacdo de serotonina que amplificam a acdo dos antidepressivos triciclicos.
Também sdo usados benzodiazepinicos com o intuito de melhor a qualidade do
sono. Alguns analgésicos sdo alternativas para o alivio da dor, atuando como
coadjuvantes. Neste contexto, a amitriptilina e a ciclobenzapina reduzem a dor e
melhoram a capacidade funcional. Dentre os inibidores que blogueiam a receptacao
de serotonina, estad a fluoxetina que em altas doses minimiza a dor e melhora a
capacidade funcional (Provenza et al., 2004).

Os tratamentos ndo farmacoldgicos sdo terapéuticas necesséarias. Os
exercicios aerébicos sem carga, como danca, natacdo e hidroginastica, apresentam
um efeito analgésico, pois estimulam a liberacdo de endorfinas, que atuam como
antidepressivos, e proporcionam sensacdo de bem-estar e autocontrole. Os
sintomas como estresse, depressao, ansiedade, frustracdo possuem como opc¢des
de tratamento ndo farmacoldgico a terapia de grupo, treinamentos de relaxamento,
dentre outros (Provenza et al., 2004). A atividade fisica como correr, caminhar ou
praticar algum esporte é também uma forma de responder ao estresse que 0 Corpo
ja esta antecipando. Jahan et al. (2012), mencionam alguns estudos que sugerem a
pratica da acupuntura como mecanismo de liberacdo das endorfinas na corrente
sanguinea, o que auxilia na netralizacdo da dor. Programas individualizados de

exercicios aerbébicos beneficiam os pacientes orientados a praticar exercicios

MGene - Mestrado em Genética Paula Aparecida Borges Peres



Introdugao 21

moderadamente intensos. Programas individualizados de alongamento ou
fortalecimento muscular, reabilitacdo, fisioterapia também podem ser benéficos
(Heymann et al., 2010).

Segundo o Projeto Diretrizes para Fibromialgia da Sociedade Brasileira de
Reumatologia, pelo fato dos medicamentos terem um papel limitado no tratamento
da sindrome fibromidlgica, as terapéuticas ndo farmacolégicas devem ser usadas

sempre que possivel (Provenza et al., 2004).

1.7 Receptor de serotonina (5-HT2A): proteina e gene

Buskila (2009) cita varios estudos que tém demonstrado o papel relevante dos
polimorfismos de genes serotoninérgicos, dopaminérgicos e catecolaminérgicos na
etiologia da fibromialgia. Neste contexto, fatores genéticos podem ser determinantes
na patogénese da fibromialgia e alguns fatores ambientais podem desencadear a
fibromialgia em individuos geneticamente predispostos.

A serotonina (também conhecida como 5-hidroxitriptamina ou, simplesmente,
5-HT) pertencente a familia das monoaminas, € sintetizada a partir do aminoacido
triptofano. Possui agédo vasoconstrictora, resultando no fator de relaxamento de
endotélios, prostaglandinas e bloqueio da liberacdo de noraepinefrina. As células da
mucosa gastrointestinal sintetizam (pela acdo da enzima monoamino oxidase) e
armazenam a maior parte de serotonina do nosso corpo. A partir dessas células, a
serotonina é liberada e entra na corrente sanguinea por meio da veia porta. A acéo
da serotonina € mediada por receptores e a modulacdo por um transportador que,
apos a liberagéo, remove a serotonina para axénios e plaquetas (Schwanke, 2003).

De acordo com Bondy et al. (1999), a serotonina tem sido alvo de diversos
estudos. Isso ocorre porque a gestdo da dor esta associada a reposicdo de
inibidores da receptacdo de serotonina e aos niveis diminuidos deste
neurotransmissor na corrente sanguinea de pacientes com dor idiopatica. A
serotonina € conhecida por regular funcbes psicologicas, comportamentais e
fisiolégicas. A serotonina estd envolvida no controle hipotalamico da glandula
pituitaria, consequentemente, na secrec¢ao de prolactina, horménio do crescimento e
adrenocorticotropina (Buskila, 2009).

A serotonina também realiza papel fundamental no sono, na dilatagdo e
constricdo dos vasos, na depresséo, na ansiedade, na saciedade de fome, na libido

e, provavelmente, em transtornos obsessivo-compulsivos. Portanto, pesquisadores
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estdo buscando possiveis associacbes dos polimorfismos de nucleotideos simples
(SNP) nos genes dos receptores de 5-HT, destacando o gene do receptor 2A de
serotonina (HTR2A ou 5-HT2A) [Mergener et al., 2011].

Outro fator de estudo é que a 5-HT atua em muitos transtornos
neuropsiquiatricos pela regulagdo das vias serotoninérgicas, influenciando o limiar
da dor por meio da interagdo da substancia P, que é um neuromodulador presente
nas fibras nervosas do tipo C ndo mielinizadas (Mergener et al., 2011). Quando
essas fibras sofrem estimulos nociceptivos, ocorre a liberacdo de substancia P em
um grupo especifico de neurdnios do corno posterior da medula, respondendo assim
lentamente (Riberto e Pato, 2004).

Quando os niveis de 5-HT estdo baixos na corrente sanguinea, diminuem os
limiares de dor permitindo que mais dor seja sentida no sistema nervoso central,
consequentemente, perturbando o processo reparador do sono profundo (Mergener
et al.,, 2011). As vias descendentes inibitdrias de dor, que partem do tronco
encefalico para segmentos da medula, também parecem estar envolvidas na
fibromialgia, pois alteragcdes no metabolismo da serotonina implicam na reducdo da
atividade deste conjunto de estruturas que vai do tronco encefalico aos segmentos
da medula, denominado sistema inibitério de dor, gerando uma elevacdo da
resposta dolorosa frente a estimulos algiogénicos ou dor espontanea (Riberto e
Pato, 2004).

O gene 5-HT2A, que codifica o receptor 2A ,esta localizado no braco longo do
cromossomo 13 (no endereco génico 13q14-g21), apresentando 3 éxons e 2 introns
(Sanders-Bush et al., 2003). O cromossomo e sua localizacdo esquematica para o 5-

HT2A podem ser observados na Figura 3.

1.7.1 O polimorfismo do gene 5-HT2A

Em pesquisas recentes, foi identificado um polimorfismo no receptor do gene
5-HT2A, definido por uma transicdo de uma timina (T) por uma citosina (C) na
posicdo 102. O 5-HT2A possui dois alelos, 0 T e o C na posicéo 102 e, por isso, trés
possibilidades genotipicas para esta posicdo: TT, TC e CC (Figura 3). O
polimorfismo 102 esta localizando no éxon 1, proximo a regido promotora do gene. O
alelo T é considerado selvagem, porém existem evidéncias de que os chimpanzés
possuam o genétipo CC, o que faz acreditar que o alelo C possa ser o selvagem
(Adbolmaleky et al., 2004).
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Figura 3. Localizacdo cromossémica do gene HTR2A (brago longo do cromossomo 13: 13ql4- '
g21), polimorfismo T102C e modelo da proteina (Fonte: http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

Segundo Wolfe et al. (1997), diversos pesquisadores tém relacionado o mau
funcionamento do sistema de receptores de serotonina em pacientes com
fiboromialgia. As justificativas para tantas pesquisas se devem a eficacia de
receptadores de serotonina na reducéo das dores cronicas e aos seus baixos niveis
no sangue de pacientes com dor sem causa aparente. Sintomas como ansiedade e
disturbio comportamental foram relacionados a um polimorfismo no promotor do
gene gue regula o transporte de serotonina. Assim, o transportador de serotonina é
responsavel pela inativacdo de liberacdo de serotonina no complexo simpético,
causando perda na qualidade do sono e dores severas no corpo (Bondy et al.,
1999).

Desta forma, varios estudos tém associado ao polimorfismo T102C do gene

5-HT2A diversas doencas psiquiatricas e/ou alteracbes comportamentais (Quadro 4).
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Quadro 4. Doencas psiquiatricas e/ou alteracbes comportamentais associadas ao polimorfismo
T120C do gene 5-HT2A. Adaptado de Schwanke (2003) e Abdolmaleky et al. (2004).

Patologia-Comportamento

Associacao alelo-gendétipo

Publicacéo

Inayama et al., 1996
Tay et al., 1997

Esquizofrenia ¢ Williams et al., 1996
Erdamnn et al., 1996
Resposta efetiva a clozapina TT Arranz et al., 1995
Alzheimer CC Holmes et al., 1998
Sintomas psicéticos na doencga c Nacmias et al.. 2001
de Alzheimer
T_ransto_mo déficit de atencao c Li et al., 2002
hiper atividade
Depresséo maior T Zhang et al., 1997
Distdrbio de humor CC Tsai et al., 1999
Depresséo sazional C Arias et al., 2001
Suicidio C Geijer et al., 2001
Alcoolismo C Hwu e Chen, 2000
Ingestdo de carne vermelha TT Prado-lima et al., 2006
Impulsividade CC Bjork et al., 2002
Tabagismo C Prado-Lima et al., 2004
Isquemia T Olesen et al., 2006
Infarto agudo do miocardio TT Yamada et al., 2000
Baixos niveis de HDL CC Jin-Ho et al., 2005
Hipertenséo essencial C Liolitsa et al., 2001
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2.1. Objetivo geral
Realizar uma meta-analise com o intuito de investigar a associacdo entre o
polimorfismo do gene receptor da serotonina (5-HT2A), no SNP T102C, na

suscetibilidade a fibromialgia.

2.2. Objetivos especificos
1. Realizar uma meta-analise com dados de artigos publicados entre 1999 e
2011 sobre o polimorfismo de 5-HTA2A™%¢ em fibromialgia;
2. Descrever o perfil epidemiologico, no agrupamento gerado pela meta-
analise, dos pacientes portadores de fibromialgia;
3. Verificar a possivel associacdo entre as frequéncias alélicas e genotipicas

do polimorfismo T102C do gene 5-HTA2A em fibromialgia.
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A meta-analise € um procedimento destinado a examinar, de modo
simultaneo, os resultados de varias investigacfes sobre um mesmo topico. Esse tipo
de estudo é bastante utilizado nas areas médicas, pois, com 0 uso de NUMerosos
dados, de diversos trabalhos sobre um mesmo assunto, aumenta-se o nivel de
confianca nas inferéncias estatisticas, para varios fins. A meta-analise se justifica
porque muitos estudos sobre um determinado tema s&o concordantes, mas podem
também apresentar discordancia, fato que aumenta a necessidade de analises
conjuntas para que se possa gerar conclusbées com maior seguranca (Luiz, 2002;
Bartolucci, 2007).

Os principais passos de uma meta-analise sdo: (1) a pesquisa bibliogréfica,
(2) a transformacao dos resultados de cada estudo do agrupamento em uma medida
comum, (3) a verificacdo da homogeneidade dos resultados, (4) a modelagem da
variacdo entre estudos e, finalmente, (5) a analise de sensibilidade (Giannotti et al.,
2002).

Estudos relevantes em seres humanos foram identificados no banco de dados
da SciELO (Scientific Eletronic Library Online), da WoS (Web of Science) e da
PubMed do NCBI (National Center for Biotechnology Information, USA), entre os
anos de 1999 a 2011. A pesquisa combinou 0s unitermos polymorphism, 5-HT2A e
fiboromyalgia. Os dados de 5 artigos de determinacédo de polimorfismo do gene 5-
HT2A™%%€ em fibromialgia foram selecionados e utilizados para a confeccdo de uma
meta-analise.

No contexto das meta-andlises, € importantes avaliar a heterogeneidade entre
0s estudos agrupados, pois a natureza distinta dos diferentes estudos, em termos de
delineamento e em relacdo aos métodos empregados em cada um é o principal
obstaculo na combinacdo de resultados (DerSimonian e Laird, 1986). Assim, a
heterogeneidade pode ser de trés tipos: clinica, metodologica ou estatistica. Com o
intuito de minimizar estes parametros, definem-se com alargada precisao os critérios
de inclusdo e exclusdo (Bartolucci et al., 2007). Neste contexto, a selecdo dos
artigos seguiu os seguintes critérios de inclusao e exclusao: (1) foram publicados no
periodo de 1999 a 2011, (2) eram estudos do tipo caso-controle e 0s casos
apresentavam diagnaostico confirmado de fibromialgia e, finalmente, (3) utilizavam
técnicas de biologia molecular para a determinacéo do polimorfismo de 5-HT2A™%%¢.
Desta forma, os seguintes dados foram coletados: local onde o estudo foi

realizado, ano da publicacdo, periodo de coleta das amostras, numero total e
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discriminados por género para os pacientes e os controles, médias das idades de
cada grupo e, finalmente, o tipo de metodologia pratica utilizada para a
determinacao do polimorfismo de 5-HT2AT9%¢,

A heterogeneidade € definida como a diversidade entre os estudos, podendo
interferir fortemente nos resultados. A diversidade entdo pode ser avaliada pelo teste
do y? de heterogeneidade (Bartolucci et al., 2007). Assim, as frequéncias genotipicas
de todos os artigos foram agrupadas em tabela Unica e a diversidade foi avaliada
com o emprego do teste do 3 de heterogeneidade em tabelas de contingéncia 2x2,
para a comparacao das diferentes Odds Ratios (ORs), com intervalo de confianca de
95%, determinadas em seus respectivos estudos (Bohning et al., 2002).

Caso o teste do y? de heterogeneidade revele um p-valor > 0,05, a hipétese
nula é confirmada, ou seja, os estudos sdo homogéneos. Recomenda-se entdo
utilizar os testes de efeito fixo que pressupdem que todos os estudos apontam em
uma mesma direcdo (Higgins et al., 2008). Neste contexto, o0 mais utilizado é o teste
de Mantel-Haenszel (Ayres et al., 2007). Por outro lado, se o teste do y° de
heterogeneidade resultar em um p-valor < 0,05, isso indica diversidade e
heterogeneidade entre os estudos. Desta forma, recomenda-se o0 uso de testes de
efeito randémico ou aleatério (Zhang et al., 2008), como o testes de DerSimonian-
Laird (Berman e Parker, 2002; Jackson et al., 2009).

Testes globais de associacdo foram entdo utilizados para avaliar a
significancia da correlagdo entre o polimorfismo de 5-HT2A™%C e a fibromialgia para
todos os estudos combinados. Para se estimar o efeito deste polimorfismo génico no
desenvolvimento do fibromialgia, os valores de cada estudo foram combinados com
testes de efeitos fixo e randdmico utilizando o software BioEstat® 5.0 (Ayres et al.,
2007).

Para os testes de efeito fixo, calculou-se as Odds Ratios, seus intervalos de
confianga (95%) e o0s pesos para cada estudo individualmente e combinados,
gerando a estimativa de efeito conjunto. Estudos com maior poder estatistico, ou
seja, com maior populacdo e maior efeito de intervencdo, possuirdo maior peso
(Bartolucci et al., 2007). Adicionalmente, os testes elaboram graficos do tipo forest
plot. A vantagem destes graficos € sumarizar no mesmo espaco todas as

informacdes sobre o efeito e a contribuicdo de cada estudo para a analise.
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Como o agrupamento de todos os estudos revelaram homogeneidade,
aplicou-se o teste de efeito fixo de Mantel-Haenszel para todas as possibilidades
genotipicas: (1) TT x TC, (2) TT x CC e (3) TC x CC. Em seguida, comparou-se,
utilizando o mesmo teste, os gendtipo TT x TC + CC, TT+TC x CC, para todos o0s

estudos.
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4. RESULTADOSE DISCUSSAO
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Na presente meta-andlise, foram selecionados cinco artigos sobre o

A™%%C em fibromialgia, publicados entre os anos de

polimorfismo do gene 5-HT2
1999 a 2011. Somente os estudos que atendiam aos critérios de incluséo e exclusao

foram considerados (Figura 4).

Identificacdo das citagdes
em Bancos de Dados

Excluidos:
Foram publicados fora do periodo de 1999 a 2011

Leitura dos abstracts N&o estavam em lingua inglesa ou portuguesa

Excluidos:
N&o eram estudos em seres humanos
Leitura integral do artigo

Excluidos:
N&o eram estudos do tipo caso-controle

Artigos incluidos na
meta-analise

Figura 4. Critérios de identificagdo, inclusdo e exclusdo, dos estudos da meta-
andlise.

Estudos de associacdo génica e genotipica sdo ferramentas poderosas na
identificacdo de loci de susceptibilidade para caracteristicas complexas e doencas
comuns em seres humanos. No entanto, a maioria destes estudos de
susceptibilidade locus-especifico sédo limitados pela analise de pequenos grupos
populacionais. Neste contexto, a utilizacdo de amostra maiores sdo geralmente
necessaria para aumentar significativamente o poder estatistico de deteccdo de
possiveis associacfes. Desta forma, a meta-andlise € sem duvida uma possivel
solugdo para a obtencdo de uma amostra satisfatoriamente grande (Zeggini e
loannidis, 2009; Li et al., 2012).

Estudos avaliando o polimorfismo do gene 5-HT2AT%%¢

em fibromialgia séao
escassos por se tratar de uma tendéncia recente de avaliacdo cientifica para esta
doenca em particular. Isso explica a pequena quantidade de artigos considerados
nesta meta-analise. Porém, nenhuma meta-analise associando polimorfismo do
gene 5-HT2A™%¢ e fibromialgia foi identificada na literatura especializada.

Os artigos utilizados nesta meta-analise, publicados entre os anos de 1999 e

2011, avaliaram o polimorfismo do gene 5-HT2A™%° em grupos de pacientes com
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fibromialgia e em controles saudaveis. Dos cinco estudos utilizados, dois foram
realizados na Turquia (40,0%), dois no Brasil (40,0%) e um na Alemanha (20,0%).
Os métodos de avaliacdo do polimorfismo génico foram por PCR e utilizacdo de

enzimas de restricdo (Tabela 1).

Tabela 1. Descricdo dos estudos considerados na meta-andlise com citacdo, localizacdo do estudo e
caracterizacdo dos grupos caso e controle.

Grupo Amostral: CASO Grupo Amostral: CONTROLE

n Referéncia Ano Local

F Total Ildade DP Limites Tempo DP M F Total Idade DP Limites
1 Bondy etal. 1999 Alemanha 26 142 168 53,9 10,6 21-77 8,7 57 60 55 115 46,8 10,0 22-76
2 Gursoy et al. 2001 Turquia 8 50 58 420 99 26-63 104 5,6 8 50 58 393 85 25-52
3 Tander et al. 2008 Turquia nc nc 80 396 94 nc 3,7 4,1 nc nc 91 37,3 9,2 nc
4 Matsuda etal. 2010 Brasil 2 49 51 50,0 12,0 nc 7,0 6,0 3 48 51 450 10,0 nc
5 Mergeneretal. 2011 Brasil nc nc 34 479 11,2 nc Nc nc nc nc 36 41,5 10,8 nc
TOTAL 391 46,7 59 21-77 7,4 29 351 420 39 22-76

n: nimero do estudo; M: masculino; F: feminino; Idade: média das idades em anos; DP: desvio padrdo; Limites: valor minimo e maximo para
as idades; Tempo: periodo médio em anos de doenca; nc: néo consta.
O grupo de pacientes com fibromialgia variou entre 34 (Mergener et al., 2011)
e 168 individuos (Bondy et al., 1999). Sobre o grupo controle, os artigos trabalharam
com individuos saudaveis, variando entre 36 (Mergener et al., 2011) e 115 (Bondy et
al.,, 1999) [Figura 5]. Agrupando todos os estudos, tem-se um total de 742
participantes. O grupo dos casos apresentou 391 (52,7%) pacientes, cuja média
geral das idades foi de 46,7 (+ 5,9) anos, e o0 grupo controle contou com 351 (47,3%)

individuos saudaveis, com a média geral das idades de 42,0 (+ 3,9) anos (Tabela 1).

180 168
160
140
120
100
80
60
40
20

Bondy Glrsoy Tander Matsuda Mergener

B Caso M Controle

Figura 5. Distribuicdo do nimero de participantes por estudo estratificado
Nnos grupos caso e controle.
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Para os estudos que forneceram os numeros de individuos estratificados por
sexo, 0 agrupamento revelou, para os pacientes fibromialgicos, uma propor¢édo de
6,7 mulheres para cada homem. Quando a mesma analise foi realizada no grupo
controle, percebemos uma propor¢ao de 2,2 mulheres para cada homem saudavel
(Figura 6). Adicionalmente, a idade minima e mé&xima dos pacientes com fibromialgia
foram de, respectivamente, 21 e 77 anos. No grupo controle, as idades foram, de
maneira semelhante, de 22 e 76 anos. Outro dado apresentado por alguns estudos
foi o tempo de doenca. A menor média de tempo com a doenca foi de 3,7 (+ 4,1)
anos (Tander et al., 2008) e o maior foi de 10,4 (+ 5,6) anos (Gursoy et al., 2001).

Feminio
87,0%

Masculino

0,0 20,0 40,0 60,0 80,0 100,0

M Controle M Caso

Figura 6. Distribuicdo da frequéncia percentual por género para os estudos
estratificados nos grupos caso e controle.

Um estudo recente avaliou 1434 pacientes fibromiélgicos na Alemanha. O
grupo estudado era constituido de 154 (10,7%) homens e 1281 (89,3%) mulheres
(Koroschetz et al., 2011), revelando uma proporcédo de 8,4 mulheres para cada
homem doente, acima do que encontramos no agrupamento. Adicionalmente, o
mesmo estudo apontou uma idade média dos pacientes fibromialgicos de 51,9 (+
10,8) anos, também acima da que o agrupamento dos artigos da meta-analise
revelou, de 46,7 (+ 5,9) anos.

Para efeito comparativo, ao agrupar todos os dados, as frequéncias alélicas
para T e C para o0 gene 5-HT2A™%%¢ foram, respectivamente, para o grupo dos
casos (dentre os 782 alelos genotipados): 337 (43,1%) e 445 (56,9%). Para o grupo
controle (dos 702 alelos genotipados): 362 (51,6%) e 340 (48,4%). O teste do qui-
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quadrado apresentou diferenca significativa entre os grupos (x°=10,7; p=0,0013),
indicando um predominio do alelo C em pacientes com fibromialgia (Figura 7).
Concordando com o0s nossos achados, Mergener et al. (2011) encontram um
predominio do alelo C nos fibromialgicos (p=0,028). De maneira contraria, Bondy et
al. (1999) identificaram um predominio do alelo T em pacientes com fibromialgia em
relacéo ao grupo controle (p=0,008).

Segundo Abdolmaleky et al. (2004), a frequéncia alélica do polimorfismo
T102C na populacdo europeia é de 40,0% e 60,0% e na populacdo asiatica é de
59,5% e 40,5%, respectivamente, para os alelos T e C. Os autores perceberam uma
diferenca entre as popula¢cbes europeia e asiatica (p=0,009) e a mesma diferenca
estatistica foi constatada entre o agrupamento desta meta-analise e as populacdes
europeia e asiatica (p=0,026). Tal fato mostra uma distribuicdo geografica alélica
distinta. Sugerimos considerar tais diferencas nos estudos populacionais deste

polimorfismo em especial.

60,0 56,9%

51,6%

50,0

40,0

30,0

20,0

10,0

0,0
Caso Controle

X°=10,7
HT EC p=0,0013

Figura 7. Frequéncia percentual dos alelos T e C para o polimorfismo do
gene 5-HT2A™%C para os grupos caso e controle.

Os graficos gerados na meta-analise sédo do tipo forest plot. Neste tipo de
gréfico, cada linha representa um estudo, sendo que a ultima, no formato de um
losango, representa a combinacao dos resultados. O resultado de cada estudo é
descrito nas formas grafica e numérica. Na forma grafica, os quadrados centrais
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representam o risco relativo (RR) ou a razdo de riscos e 0s tracos, os intervalos de
confianga (IC). Quando o IC néo ultrapassa a linha de nulidade (posicdo 1.0 no
grafico), pode-se afirmar que o estudo € estatisticamente significante, tanto
isoladamente quanto para o valor combinado. Quanto maior for o grupo amostral
considerado no estudo, mais estreitos serdo os ICs e maiores serdo as areas dos
quadrados, evidenciando resultados mais precisos e maior contribuicdo para a meta-
andlise (Bartolucci et al., 2007).

Para a frequéncia alélica, calculou-se a Odds Ratio (OR) e os valores dentro
do intervalo de confianca de 95% e o p-valor para cada estudo e para o
agrupamento (Tabela 2). Nao foram encontrados valores estatisticamente
significativos para os estudos combinados (OR = 0,740; IC95% = 0,601-0,910;
Figura 8).

Tabela 2. Distribuicdo do polimorfismo do gene 5-HT2A™%

casos e controles, dos artigos publicados entre 1999 a 2011.

, para as frequéncias alélicas T e C, em

Casos Controle 1C(95%)
Citacédo Ano OR
T f C f T f C F Minimo Maximo
Bondy 1999 125 0,546 211 0,626 104 0454 126 0,374 0,718 0,510 1,010 0,069
Gursoy 2001 51 0,464 65 0,533 59 0,536 57 0,467 0,758 0,452 1,271 0,358
Tander 2008 75 0,429 85 0,509 100 0,571 82 0,491 0,724 0,472 1,108 0,168

Matsuda 2010 51 0,495 51 0,505 52 0,505 50 0,495 0,962 0,555 1,665 1,000
Mergener 2011 35 0,427 33 0,569 47 0,573 25 0,431 0,564 0,286 1,113 0,139

Total 337 0431 445 0569 362 0516 340 0,484 0,740 0,601 0,910 0,005

Bondyetal., 1999

Girsoyetal., 2001

Tander etal., 2008

H"

Matsudaetal., 2010 _1_._‘
Mergener etal., 2011 .
Combinado <> OR = 0,740; IC95% = 0,601-0,910
1 L 1 l 1 1
0.1 0.2 0.5 10 20 3.0 10,0
. J

Figura 8. Frequéncias alélicas (T e C) por estudo e combinadas, pelo teste

de Mantel-Haenszel.
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Ao avaliar as frequéncias genotipicas, para os 391 pacientes do grupo caso,
encontrou-se: 73 (18,7%) apresentaram o gendtipo TT, 191 (48,8%) o gendtipo TC e
apenas 127 (32,5%) o gendtipo CC. No grupo controle, para os 351 participantes: 98
(27,9%) apresentaram o genotipo TT, 166 (47,3%) o gendtipo TC e 87 (24,8%) o
gendtipo CC. O teste do qui-quadrado apontou uma diferenca significativa entre os
grupos avaliados (x*=10,7; p=0,0046). Houve um predominio para ambos 0s grupos
do gendtipo heterozigoto (Figura 9). No entanto, o gendétipo CC aparece em maior
frequéncia no grupo dos pacientes fibromialgico, enquanto o genétipo TT predomina
no grupo controle. Ao contrario do que encontramos, Gursoy et al. (2001), apesar de
nao detectaram diferenca estatistica entre as frequéncias genotipicas para caso e
controle, relacionaram o gendtipo TT aos sintomas psiquiatricos da sindrome da

fibromialgia.

60
50 48,8%  47,3%
40
30
20

10

T TC CcC

X°=10,7
M Casos M Controle p=0,0046

Figura 9. Frequéncia percentual dos genétipos TT, TC e CC para o
polimorfismo do gene 5-HT2A™%C para os grupos caso e controle.

Adicionalmente, os grupos foram avaliados quanto ao Equilibrio de Hardy-
Weinberg e a populacdo dos casos (p=0,937), dos controles (p=0,319) e do
agrupamento (p=0,347) se encontra em equilibrio.

O teorema (equilibrio ou lei) de Hardy-Weinberg foi elaborado pelo
matematico inglés Godfrey Harold Hardy e pelo médico alemao Wilhen Weinberg em
1908, e determina que as frequéncias dos alelos permanecem constantes ao longo
das geracdes em uma populacao livre de fatores evolutivos. Desta forma, uma
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populacdo estard em equilibrio quando o numero de individuos for “infinitamente”
grande, os acasalamentos ocorrerem ao acaso, a populagdo nao estiver sob efeito
de selecdo natural e ndo ocorrer mutacdo ou migracdo entre populacdes. No
entanto, na natureza ndo existem populacdes sujeitas, rigorosamente, a essas
condicdes. Por isso, a importancia dessa lei para as populagfes naturais esta no
estabelecimento de um modelo para o comportamento dos genes, sendo possivel
estimar frequéncias génicas e genotipicas ao longo das geracfes e compara-las
com as obtidas na pratica (Gomes et al., 2011).

Todos os dados sobre o numero de individuos por polimorfismo de 5-
HT2A™%%€ (TT, TC e CC) e suas respectivas frequéncias relativas, para os grupos

caso e controle, dos cinco estudos considerados podem ser vistos na Tabela 3.

Tabela 3. Distribuicdo do polimorfismo do gene 5-HT2A"%“ em pacientes com fibromialgia, para os

genotipos TT, TC e CC, nos grupos caso e controle de artigos publicados entre 1999 a 2011.

L Casos Controle
Citacdo  Ano

TT f TC f CcC f Total TT f TC f CcC f Total
Bondy 1999 19 0,113 87 05518 62 0,369 168 27 0235 50 0435 38 0,330 115
Glrsoy 2001 11 0,90 29 0,500 18 0,310 58 14 0,241 31 0,534 13 0,224 58
Tander 2008 22 0,275 31 0,388 27 0,338 80 29 0,319 42 0462 20 0,220 91
Matsuda 2010 13 0,255 25 0,490 13 0,255 51 10 0,196 32 0,627 9 0,176 51
Mergener 2011 8 0,235 19 0,559 7 0,206 34 18 0,500 11 0,306 7 0,194 36
Total 73 0,187 191 0,488 127 0,325 391 98 0,279 166 0,473 87 0,248 351

Os dados do polimorfismo do gene 5-HT2A™%%¢ foram agrupados em cada
artigo, confrontando os valores de TT, TC e CC. Desta forma, calculou-se para cada
estudo as Odds Ratios (OR), as suas variacdes dentro do intervalo de confianca de
95% e as probabilidades de significancia (p), contrastando todas as possibilidades
genotipicas: TT x TC, TT x CC e TC xCC (Tabela 4).

Tabela 4. Distribuicdo do polimorfismo do gene 5-HT2A"%*, contrastando TT x TC, TT x CC e TC
X CC, em casos e controles, dos artigos publicados entre 1999 a 2011.

L Casos Controle TTxTC TTx CC TCx CC
Citacao Ano

TT TC CcC TT TC CcC OR p OR p OR P
Bondy 1999 19 87 62 27 50 38 0,404 0,014 0,431 0,032 1,067 0,920
Girsoy 2001 11 29 18 14 31 13 0,840 0,900 0,568 0,441 0,676 0,512
Tander 2008 22 31 27 29 42 20 1,028 0,913 0,562 0,227 0,547 0,159
Matsuda 2010 13 25 13 10 32 9 1,664 0,439 0,900 0,900 0,541 0,338
Mergener 2011 8 19 7 18 11 7 0,257 0,032 0,444 0,398 1,727 0,615
Total 73 191 127 98 166 87 0,687 0,055 0,533 0,004 0,787 0,207

Para cada agrupamento, foi aplicado o teste de Mantel-Haenszel (Ayres et al.,

2007). As Odds Ratios foram calculadas com o agrupamento de todos os estudos
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para: TT x TC (OR = 0,687; 1C95% = 0,475-0,994; Figura 10), TT x CC (OR = 0,533;
IC95% = 0,351-0,810; Figura 11), e TC x CC (OR = 0,787; 1C95% = 0,556-1,115;

Figura 12), e ndo indicaram diferencas estatisticas entre 0s grupos caso e controle.

Bondyetal., 1999

Girsoyetal., 2001

Tander etal., 2008

Matsudaetal., 2010

Mergener etal., 2011

Combinado

-

OR =0,687; IC95% = 0,475-0,994

001 0.1

\.

10 20 50 100 00

J

Figura 10. Frequéncias genotipicas (TTxTC) por estudo e combinadas, pelo

teste de Mantel-Haenszel.

Bondyetal., 1999

Girsoyetal., 2001

Tander etal., 2008

Matsudaetal., 2010

Mergener etal., 2011

Combinado

OR =0,533; 1C95% = 0,351-0,810

\.

1.0 2.0 30
J

Figura 11. Frequéncias genotipicas (TTXCC) por estudo e combinadas, pelo

teste de Mantel-Haenszel.
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Figura 12. Frequéncias genotipicas (TCxCC) por estudo e combinadas, pelo
teste de Mantel-Haenszel.

Adicionalmente, as Odds Ratios foram calculadas com o agrupamento de
todos os estudos para as frequéncias alélicas (Tabela 5; OR = 0,740; IC95% =
0,601-0,909; Figura 13).

Para a busca de associacdo alelo-especifica, foram realizados os calculos
com o agrupamento das frequéncias genotipicas para T e C. Considerando o alelo T
como causal, ou seja, com comportamento dominante, agrupamos 0s genétipos TT
e TC e os contrastamos com CC (Tabela 6). O mesmo foi feito com o alelo C,

considerando-o causal e por isso dominante (Tabela 7).

T102C
A

Tabela 5. Distribuicdo do polimorfismo do gene 5-HT2 , contrastando T e C, em casos e

controles, dos artigos publicados entre 1999 a 2011.

Casos Controle 1C(95%)
Citacéo Ano OR
T f C f T f C f Minimo Maéaximo
Bondy 1999 125 0,546 211 0,626 104 0454 126 0,374 0,718 0,510 1,010 0,069
Girsoy 2001 51 0,464 65 0,533 59 0,536 57 0,467 0,758 0,452 1,271 0,358
Tander 2008 75 0,429 85 0,509 100 0,571 82 0,491 0,724 0,472 1,108 0,168

Matsuda 2010 51 0,495 51 0,505 52 0,505 50 0,495 0,962 0,555 1,665 1,000
Mergener 2011 35 0,427 33 0,569 47 0,573 25 0,431 0,564 0,286 1,113 0,139

Total 337 0431 445 0569 362 0516 340 0,484 0,740 0,601 0,910 0,005
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Figura 13. Frequéncias alélicas (T x C) por estudo e combinadas, pelo teste
de Mantel-Haenszel.

Tabela 6. Distribuicdo do polimorfismo do gene 5-HT2A'*%*¢

controles, dos artigos publicados entre 1999 a 2011.

, contrastando TT + TC x CC, em casos e

Casos Controle 1C(95%)
Citagéo Ano OR p
TT+TC CC TT+TC CcC Minimo Maximo

Bondy 1999 106 62 77 38 0,844 0,512 1,390 0,589
Girsoy 2001 40 18 45 13 0,642 0,280 1,474 0,403
Tander 2008 53 27 71 20 0,553 0,280 1,090 0,123
Matsuda 2010 38 13 42 9 0,626 0,241 1,630 0,472
Mergener 2011 27 7 29 7 0,931 0,289 3,004 0,859
Total 264 127 264 87 0,715 0,517 0,989 0,052
Tabela 7. Distribuicdo do polimorfismo do gene 5-HT2A"*%*“, contrastando TT x TC + CC, em casos e

controles, dos artigos publicados entre 1999 a 2011.

Citaggo Ano Casos Controle OR 1C(95%) -
TT TC+CC TT TC+CC Minimo Maximo

Bondy 1999 19 149 27 88 0,416 0,218 0,791 0,011
Gursoy 2001 11 47 14 44 0,736 0,302 1,792 0,653
Tander 2008 22 58 29 62 0,811 0,419 1,569 0,650
Matsuda 2010 13 38 10 41 1,403 0,551 3,573 0,637
Mergener 2011 8 26 18 18 0,308 0,110 0,859 0,043
Total 73 318 98 253 0,631 0,446 0,894 0,011
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A busca do alelo com comportamento dominante ndo apontou significancia
em nenhuma das situacdes (para o alelo T: OR = 0,715; 1C95% = 0,517-0,989;
Figura 14 e para o alelo C: OR = 0,631; IC95% = 0,446-0,894; Figura 15).
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Figura 14. Frequéncias genotipicas agrupadas (TT + TC x CC) por estudo e
combinadas, pelo teste de Mantel-Haenszel.
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Figura 15. Frequéncias genotipicas agrupadas (TT x TC + CC) por estudo e
combinadas, pelo teste de Mantel-Haenszel.

Bondy et al. (1999) investigaram o polimorfismo do gene 5-HT2A™%*¢ em 168

pacientes com FM e 115 controles saudaveis. Este estudo mostrou uma distribui¢céo
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genotipica significativamente diferente em pacientes com FM, com uma diminuicdo
do gendtipo TT e um aumento em TC e CC em comparacdo com a populacao
controle (p=0,008). A correlagcdo dos genétipos com o0s parametros clinicos néo
revelou influéncias da idade de inicio, duracdo da doenca ou sintomas
psicopatologicos. Este estudo sugeriu que o alelo T pode estar envolvido nos
circuitos complexos de nocicepc¢ao, porém o polimorfismo T102C do gene 5-HT2A
parece que nao estar diretamente envolvido na etiologia da FM, mas pode estar
associado ao desequilibrio de ligagdo com a verdadeira variante funcional.

Outro estudo investigando o mesmo polimorfismo (T102C) no gene 5-HT2A
avaliou 58 pacientes fibromiélgicos e 58 controles saudaveis. Em ambos 0s grupos,
0s genotipos CC, CT e TT do gene 5-HT2A foram detectados em 31% (22,4% nos
controles), 50% (53,4%) e 19% (24,1%), respectivamente. As frequéncias
genotipicas ndo se mostraram diferentes (p>0,05). No entanto, verificou-se que 0s
pacientes com o gendtipo TT tiveram um menor limiar de dor. O estudo concluiu que
o polimorfismo T102C do gene 5-HT2A ndo esta associada com a etiologia da
fibromialgia, porém, os resultados indicaram que o0 gendtipo TT pode ser
responsavel pelos sintomas psiquiatricos da fibromialgia (Gursoy et al., 2001).

Tander et al. (2008) avaliaram trés polimorfismos (SNP) em pacientes com
fibromialgia e controles, um no gene COMT (catecol-O-metiltransferase) e dois no
gene 5-HT2A. Um total de 171 mulheres (80 com fibromialgia e 91 controles) foi
estudado. Os autores concluiram que ndo houve diferenca nas frequéncias de alelos
e genotipos entre os pacientes e controles para o COMT, e para os dois
polimorfismos de 5-HT2A (p>0,05). Assim, os resultados apresentados neste estudo
sugerem que os polimorfismos estudados ndo sao fatores de suscetibilidade na
etiologia da fibromialgia.

Em um estudo brasileiro, Matsuda et al. (2010) avaliaram os polimorfismos
dos genes do receptor de serotonina (5-HT2A) e da catecol-O-metiltransferase
(COMT) em pacientes com fibromialgia e controles. Este estudo contou com 102
participantes (51 pacientes e 51 controles). A analise molecular dos polimorfismos
do gene 5-HT2A revelou nos fibromialgicos as frequéncias de 25,5% (17,7%, nos
controles) CC, 49,0% (62,7%) TC e 25,5% TT (19,6%), ndo apresentando diferenca
significativa entre os grupos. Os polimorfismos do gene da COMT também néo
revelaram diferenca estatistica entre os grupos considerados. Contudo, houve

diferenca significativa na frequéncia do gendtipo LL em pacientes (37,2%) e
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controles (9,8%). Assim, 0s autores concluiram que apesar do polimorfismo do gene
5-HT2A ndao influenciar na etiologia da fibromialgia, parece que o estudo molecular
do SNP rs4680 do gene da COMT pode auxiliar a identificacdo de individuos
suscetiveis.

Outro estudo, com pacientes brasileiros, investigou a influéncia do
polimorfismo do gene 5-HT2A e sua correlacdo com aspectos do meio ambiente,
como exposicdo a ruidos, transito, clima, oportunidades de adquirir novas
informacdes, seguranca fisica e protecao, dentre outras, como possiveis fatores de
risco para o desenvolvimento da sindrome da fibromialgia. Para isso, os autores
avaliaram 41 pacientes fibromialgicos e 49 individuos-controle. O numero de
portadores do alelo C foi maior do que o encontrado na amostra controle (76,5% e
50%, respectivamente; p=0,028). Os dados apontaram uma elevacao de 14 vezes
na chance de desenvolvimento da sindrome, para o fator “falta de oportunidades de
adquirir novas informacdes e habilidades” (p=0,009). A “baixa qualidade de cuidados
sociais e de saude", somada a presenca do alelo C, elevou em mais de 90 vezes
(p=0,005). Contudo, individuos portadores desse mesmo alelo que possuem alta
qualidade de cuidados sociais e de salde ndo se encontram sob risco de
desenvolver a fibromialgia. Os autores concluiram que tais fatores podem predispor
a fibromialgia, especialmente em portadores do alelo C (Mergener et al., 2011).

Apesar das criticas e dos problemas enfrentados pela meta-analise, pois,
como toda ferramenta, ela ndo € universal ou infalivel, varias evidéncias indicam que
ela é um procedimento estatistico com crescente aceitacdo da comunidade
cientifica, e sua aplicacdo tem aumentado bastante nos varios campos das ciéncias
(Giannotti et al., 2002). E importante ressaltar, neste contexto, que as instituicdes e
empresas de pesquisa devem se ocupar do armazenamento, sobretudo correto e
seguro, dos seus maiores patrimonios, os dados brutos gerados pelos seus projetos
de pesquisa. Isso porque, os dados brutos representardo uma riquissima fonte de
matéria-prima para futuras investigacbes que poderdo levar a novas ou diferentes

conclusodes (Luiz, 2002).
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5.CONCLUSAO
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A meta-andlise contou com 5 artigos publicados entre 1999 e 2011. O
agrupamento gerou um universo de avaliagao simultanea do polimorfismo do gene
5-HT2A™%%¢ em 742 individuos (391 pacientes com fibromialgia e 351 controles). Os
testes aplicados nao indicaram diferencas significativas entre os grupos caso e
controle. Assim, o resultado da meta-andalise sugere auséncia de correlacdo entre o
polimorfismo em questéo e a suscetibilidade a fibromialgia.

O perfil epidemiolégico dos pacientes fibromialgicos no agrupamento dos
artigos considerados nesta meta-analise revelou uma idade média de 46,7 (+ 5,9)
anos, com os extremos variando de 21 a 77 anos. Adicionalmente, a proporgao entre
géneros apontou uma diferenca de aproximadamente 7 mulheres com fibromialgia
para cada homem diagnosticado. O tempo médio em que o0s pacientes sofrem da
sindrome fibromialgica é de 7,4 (+ 2,9) anos.

A fibromialgia € uma patologia complexa e multifatorial, portanto parece
insuficiente considerar isoladamente determinadas variaveis. Neste contexto, ao
avaliar exclusivamente o polimorfismo de 5-HT2A™%°, diminui-se consideravelmente
as possibilidades de encontrar uma correlacdo verossimil. Assim, a pluralidade dos
resultados ocasionaram um importante alargamento na andlise da possivel

associacdo de 5-HT2AT0%¢

com a fibromialgia, pois varios autores, passaram a
considerar outros polimorfismos neste ou em uma infinidade de outros genes,
principalmente naqueles relacionados ao eixo hipotalamo-hipdéfise-adrenal. Desta
forma, ha uma forte sugestédo para a utilizacdo de um amplo painel de SNPs com a
intencdo de aumentar as chances de se encontrar associacdo entre polimorfismos

génicos e suscetibilidade a fibromialgia.
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