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RESUMO

A Sindrome Fibromiélgica (FS) € geralmente caracterizada pelo processamento
anormal dos sinais da dor e por uma combinacéo de fatores externos, como fatores
hormonais, neurotransmissores e do sistema nervoso simpatico. A prevaléncia da
fibromialgia na populagéo geral é de 2 a 3%. No Brasil, a FS é a segunda desordem
reumatolégica mais frequente, com prevaléncia de 2,5%. Aproximadamente 90% de
individuos afetados sdo mulheres em idade produtiva (35 a 60 anos) assim, a FS
pode ser considerada o principal problema de salude entre mulheres. Os fatores
neuroenddcrinos e genéticos podem desempenhar uma funcdo significativa no
desenvolvimento da doenca no sistema. O gene DRD3 estd localizado no
cromossomo 3p13.3.3. DRD3 é um SNP, cujo gendtipo mutado glygly" pode estar
esta relacionado com a mais elevada atividade do receptor de dopamina. No
presente estudo, foram realizadas coletas de sangue periférico de 102 pacientes
com fibromialgia e de 100 individuos saudaveis com posterior extracdo de DNA
gendémico e PCR para confirmacéo do polimorfismo do gene DRD3.Foram aplicados
guestionarios como FIQ e ACR 2010 para identificacdo da classificagdo do
comprometimento de acordo com a SF desses pacientes. Foi observado que existe
relacdo entre os pacientes fibromialgicos que apresentaram como resposta do FIQ
grau considerado severo e moderado, com 0s pacientes que de acordo com as
respostas do ACR 2010mod foram avaliados positivamente de acordo com 0s
critérios de dor difusa e escala de gravidade dos sintomas. Quanto a analise do
sequenciamento das amostras, foram observadas mutacdes predominantemente
heterozigoto no loc 167 do gene DRD3, que podem estar relacionados a alteracdes

no limiar da dor nestes pacientes.

Palavras-Chaves: Fibromialgia, Polimorfismo genético, DRD3, ACR 2010.



ABSTRACT

The fibromyalgia syndrome (FS) is generally characterized by abnormal processing of
pain signals and a combination of external factors such as hormonal factors, and
neurotransmitters of the sympathetic nervous system. The prevalence of fibromyalgia in
the general population is 2-3%. In Brazil, the FS is the second most common
rheumatologic disorder, with a prevalence of 2.5%. Approximately 90% of affected
individuals are women of working age (35-60 years) as well, FS can be considered the
main health problem among women. Neuroendocrine and genetic factors can play a
significant role in the development of the disease in the system. The DRD3 gene is
located on chromosome 3p13.3.3. DRD3 is a SNP genotyped mutated Gly 'may be
associated with higher dopamine receptor activity. In the present study, there were
peripheral blood samples of 102 patients with fioromyalgia and 100 healthy individuals
for subsequent extraction of genomic DNA and PCR for the amplification by PCR to
confirm the polymorphism of questionnaires DRD3. It is FIQ and ACR 2010 to
identification of the impairment rating according to the SF of patients. It was observed
that there is a relationship between fibromyalgia patients who presented as FIQ
response level considered moderate and severe, with patients who answered questions
ACR 2010mod and were positively evaluated according to the criteria of diffuse pain
and range of severity of symptoms. The analysis of the sequencing of the samples,
mutations were observed in loc 167 of DRD3 gene that may be related to changes in
pain threshold.

Key Words: Fibromyalgia, Genetic polymorphisms, DRD3, ACR 2010
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1. 1 INTRODUGCAO

A fibromialgia (FM) é uma sindrome clinica comumente observada na
pratica médica diaria cuja etiologia e a fisiopatologia permanecem ainda obscuras.
E caracterizada pelo quadro de dor musculoesquelética cronica associada a
sintomas como fadiga, dor generalizada e sono nao reparador, podendo ser
confundida com diversas outras doencas reumaticas.

O diagnéstico da fibromialgia € fundamentalmente clinico, ndo havendo
evidéncias de anormalidades laboratoriais ou nos exames de imagem. A prevaléncia
da sindrome aumenta com a idade.

Os critérios para diagndstico da fibromialgia foram propostos pelo
ACR(American College Reumatology) considerando outros sintomas além da dor,
problemas emocionais como ansiedade e depressdo, sono nao reparador e
avaliacdo de respostas de questionarios. Nos ultimos 20 anos, tornou-se uma
sindrome com diagnostico aceito e reconhecido pela Organizacdo Mundial da
Saude.

Os estudos realizados até agora apontam a fibromialgia como uma
doenca multifatorial, com uma possivel suscetibilidade genética, para o
desencadeamento da fibromialgia.Essa predisposicdo genética, podem estar
associada a fatores ambientais, dentre os quais 0s agentes estressores relacionados
aos aspectos psicossociais e afetivos, podem aumentar o risco para O
desencadeamento e agravo dos sintomas.

Embora existam evidéncias, ainda ndo estdo determinados quais seriam
0S genes associados a essa doenga, e nem de que maneira a variabilidade nesses
genes interagem com fatores ambientais. Essas investigagbes sdo principalmente
associadas a genes do sistema serotoninérgico.

As hipodteses atuais focalizam os mecanismos centrais de modulagdo e
amplificacdo da dor na génese da SFM e tem sido aceito um modelo de
fisiopatologia, que sugere que o disturbio primario na SFM seria uma alteracdo em

algum me- canismo central de controle da dor, o qual poderia resultar de uma
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disfuncdo de neurotransmissores. Tal disfuncdo neuro-hormonal incluiria uma
deficiéncia de neurotransmissores inibitérios em niveis espinhais ou supraespinhais
(serotonina, encefalina, norepinefrina e outros), ou uma hiperatividade de
neurotransmissores excitatorios (subs- tancia P, glutamato, bradicinina e outros
peptideos).

Vérios artigos na literatura descrevem a importdncia da andlise dos
polimorfismos de gene envolvidos diretamente com a fibromialgia e a modulagéo e a
intensidade a dor. Deste modo, investigagcdes gendmicas demostraram que SNPs
“Polimorfismos de unico nucleotideo” (Single Nucleotide Polymorphisms) comuns em
genes que podem relacionar-se a fibromialgia, podem contribuir para avaliar as
diferencas na sensibilidade a dor em pacientes com fibromialgia.

Além disso, diferencas na atividade da enzima do gene DRD3 é um
SNP, cujo genoétipo mutado (homozigoto" glygly”) esta relacionado com a mais
elevada atividade do receptor de serotonina e outras catecolaminas.

Matsuda et al. (2010) seguida por Barbosa et al (2010) desenvolveram
projetos sobre fibromialgia no Departamento de Biologia Molecular da Universidade
de Ribeirdo Preto (UNAERP) e avaliaram o polimorfismo do gene COMT em
pacientes com fibromialgia (LL, LH e HH) e verificaram uma relacdo do gendtipo LL
com a fibromialgia na populacéo brasileira. Desta forma, dando continuidade a esta
linha de pesquisa do laboratério, o objetivo do presente projeto foi avaliar a
influéncia dos SNPs em outro gene que pode estar relacionado com modificacdes da

sensibilidade a dor em pacientes com fibromialgia.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

A fibromialgia pode ser definida como uma sindrome de amplificacédo
dolorosa crbnica, caracterizada por dor difusa pelo corpo. Em mais de 80% dos
pacientes a dor sempre vem acompanhada de fadiga e de disturbios do sono, e na
maioria dos casos ainda o paciente apresenta cefaléia, sindrome do colon irritavel,
assim como alteracdes de humor, depressao e ansiedade (FITZCHARLES et al.,
2013).

A fibromialgia é entendida como uma condi¢do frustrante, sem causa
definida e consensual, por se tratar em Udltima andlise de uma sindrome funcional,
com sinais e sintomas subjetivos ou oriundos de alteracBes organicas minimas ou
sub diagnosticadas (RAHMAN; UNDERWOOD; CARNES, 2014).

Sabe-se que esses sintomas contribuem para o0 sofrimento e
comprometimento da qualidade de vida, e ainda a alteracdo na percepcdo e no
processamento da dor e outras disfungdes, levando a sindrome fibromialgica a uma
complexidade muito maior (GOLDENBERG, 2009).

Trata-se de uma situacdo altamente incapacitante, onde 0 paciente
apresenta quadros de dor generalizada mediante a qualquer estimulos mecéanicos
periféricos,que piora por um estado de hipervigilancia em relacao a dor e disturbios
Nnos mecanismos supressores analgésicos endogenos (FINAN; ZAUTRA, 2010).

Considera-se que a fibromialgia € uma sindrome antiga, pois Hipécrates
ja a descrevia ao relatar casos de mulheres com dor generalizada associada a
importante componente psiquiatrico. Durante muito tempo por desconhecimento
cientifico, utilizou-se o termo reumatismo psicogénico e fibrosite para descrever a
fibromialgia (YUNUS; ALDAG, 2012).

O conceito atual da fibromialgia foi descrito a partir dos anos 70 do século
20. Porém o conceito atualmente abordado sobre fibromialgia foi introduzido em
1975 por Smythe e Moldofsky, quando descreveram a presenga dos “tenders poits”
ou pontos doloridos, e as alteragées do sono profundo dos pacientes (AGUGLIA et
al.,, 2011). O termo fibromialgia foi proposto por um grupo de pesquisadores em

1981. Em 1987, a fibromialgia (FM) foi reconhecida como uma sindrome distinta pela
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American Medical Association. A partir dai iniciou-se a elaboracao de varios critérios
para o diagnéstico da fibromialgia (WOLFE et al., 1990).

De acordo com dados epidemiologicos a prevaléncia de fibromialgia no
mundo varia de 0,7 a 5% em consideracdo a populacdo geral. No Brasil é
classificada como a segunda doenca reumatoldgica mais frequente apresentando
uma prevaléncia em torno de 2,5%(WOLFE et al., 1995).

Em muitos paises industrializados sua prevaléncia varia de 1% a 4% da
populacdo geral, sendo a segunda afec¢cdo reumatoldgica mais frequente, superada
apenas pela osteoartrite degenerativa. A prevaléncia de FM em diferentes
comunidades varia de 1% a 10%, provavelmente devido a variedade de fatores
demograficos e da metodologia utilizada para sua conceituacdo, e quando se
adotam os critérios da ACR a prevaléncia é 4% a 6% (CAVALCANTE et al., 2006).

A faixa etaria mais comum de aparecimento da doenca é entre 40 e 55
anos, mas geralmente seus sintomas iniciam- se entre os 30 e 65 anos, com idade
meédia de 49 anos. Esta sindrome acomete pessoas de ambos 0s sexos, porém ha
uma clara associacdo com mulheres , em uma propor¢do de 8:1. Quandos
utilizados os critérios do ACR de 1990,as mulheres representam 75 a 95% da
populacdo comprometida (WOLFE et al., 1990).

A SFM atinge entdo aproximadamente 10 a 20 vezes mais mulheres do
gue homens. Estudos de Wolfe (1990) observou prevaléncia da fibromialgia de 3,5%
em mulheres e de 0,5% em homens, sugerindo-se que aspectos neuro-hormonais
ou caracteristicas psicolégicas podem ser implicados no que € chamada de “doenca
tipica das mulheres”. Ainda assim, acredita-se que nos homens a doenca tende a
ser mais branda, sendo possivel que a fibromialgia em homens esteja sendo
subnotificada.

Wolfe et al. (1995), descreve que existem condi¢cdes associadadas ao
aparecimento da SFM e incluem depressao, niveis elevados de somatizagéo e
ansiedade, sensacao de derrame articular, parestesia, rigidez matinal, alteracdo do

sono, fadiga, colon irritavel, mé& percepc¢éo e satisfacdo com o estado de saude.
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O Colégio Americano de Reumatologia (ACR), em 1990, normatizou os
critérios para a classificacdo da fibromialgia, que foram utilizados como referéncia
para diagnostico. Determinou-se que a combinacdo de dor difusa, definida como
bilateral, sobre e abaixo da cintura, e axial, com pelo menos trés meses de duracéo,
associada a presenca de pelo menos 11 de 18 pontos dolorosos previamente
especificados, sinais de depressao, ansiedade e comprometimento no sono,
também influiriam para o diagnostico (WOLFE, 2010). Considera-se a existéncia de
pontos sensiveis (tender points) locais dolorosos quando uma forca de 4 kg/A é
aplicada pela palpacéo digital pelo corpo (SMITH et al., 2011).

O critério de classificacdo para a fibromialgia de acordo com o ACR
(American College Reumatology) 1990, foi utilizado como padrdo ouro para o
diagnostico desta condicdo durante os ultimos 20 anos e foi destinado para os
estudos epidemiologicos. Porém SARZI et al. (2008) relatou que diagnosticar a
fibromialgia apenas com base nos critérios do ACR através da presenca de tender
points, ndo eram suficientes para confirmar a presenca de fibromialgia, pois poderia
ser confundida com outras doencas que apresentassem as mesmas caracteristicas.
Deste modo, a presenca dos tender points e a dor difusa como sintoma Unico, nao
representavam mais a esséncia da fibromialgia, pois ela também poderia estar
relacionada a sintomas multiplos os quais incluem proeminente fadiga, disturbio do
sono, e outros. Assim descreveu-se a necessidade da aplicacdo de um questionario
para que se tenha uma avaliacdo mais precisa e correta da sindrome.

Recentemente, em 2010, o ACR prop6s um novo método de critérios para
o diagnostico alternativo para a SFM, para facilitar o atendimento primario pelos
meédicos generalistas, ou seja, este ndo baseava-se na presenca de pontos
sensiveis, aboliu entdo o exame fisico e padronizou os teste por meio de
guestionarios. Os critérios para realizar um diagnoéstico mais preciso da fibromialgia
inclui uma lista de outros sintomas, considerando a fadiga, o sono nao reparador e
sintomas cognitivos como os mais importantes (WOLFE et al., 2011). Ainda existem
alguns outros sintomas que podem ser incluidos como cefaleia, depressao, dores e

cllicas abdominais.
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Nesse novo critério, o paciente passou a preencher completamente o
diagnostico de fibromialgia quando apresente um indice de dor difusa 27/19 e uma
escala de gravidade =5, ou indice de dor difusa entre 3—6 e escala de gravidade =9.
Os sintomas devem estar estiveis e presentes por pelo menos trés meses e ndo
deve haver nenhuma outra condicdo clinica que expligue essa sintomatologia
(WOLFE et al., 2011).

E muito importante destacar que o diagndstico dessa sindrome é
eminentemente clinico, ndo havendo alteragcfes laboratoriais especificas (WOLFE et
al., 1990). Os critérios da classificacdo e do diagndstico da fibromialgia, apresentam
muitas discussodes, pois a avaliacdo baseia-se apenas em caracteristicas subjetivas,
como a dor descrita pelo paciente .

A persistente dor crbnica e difusa, é o sintoma principal da fibromialgia.
Sua intensidade pode variar de moderada a severa, e frequentemente tem inicio
localizado, particularmente no pescog¢o, ombros, regido lombar e bacia, e
posteriormente torna-se generalizada. Normalmente os pacientes tém dificuldade de
localizar o ponto exato da dor, ou se ela é na articulacdo ou ndo. Os pacientes
descrevem a dor como constante e com caracteristicas de queimacéao, agulhadas,
pontadas, pruridos ou picadas (HEYMANN; HELFENSTEIN; FELDMAN, 2001).

A grande maioria dos pacientes se queixam de fadiga matutina e afirmam
que a intensidade da dor aumenta ap0s esforco fisico e tornar-se tdo intensa como
atividades dificeis que aparentemente seriam leves, porem agravam a dor e 0
cansaco (YUNUS; ALDAG, 2012).

Pacientes com fibromialgia costumam ter problemas com o sono,
incluindo sono néo reparador, insdnia, despertar muito cedo, e sono de ma
qualidade e ainda relataram piora dos sintomas de dor apdés o sono pobres
(WOLFE, 2012).

Apesar das dores musculares generalizadas serem o0s sintomas
caracteristicos da FM, rigidez matinal, fadiga, palpitacdo, tontura, zumbido, cefaleia,
dispneia, hipersensibilidade ao frio, sensacdo de inchago, hiperemia cutanea,

dismenorreia, dificuldade de digestdo, sindrome de colon irritavel, cistite de
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repeticdo, fenbmeno de Raynaud, ansiedade e depresséo irritavel, podem ou nédo
associar-se a eles. Estas situacdes se manifestam com periodos intermitentes de
melhora e piora, que se tornam mais intensos durante alguns meses e depois se
estabilizam, de modo que a incapacidade fisica, em graus variados, estd sempre
presente (WOLFE, 1990).

A fibromialgia € uma sindrome priméria pesquisada e tratada por
reumatologistas por envolver um quadro cronico de dor musculoesqueletico.
Também é necessario que estes pacientes recebam um tratamento multidisciplinar
com objetivo de alcancar um amplo tratamento dos sintomas e comorbidades
(WOLFE, 1990).

Entre as caracteristicas dos tratamentos ja propostos pela literatura
cientifica, destacam-se os programas com sessdes de exercicios, relaxamento, con-
trole do estresse e terapia cognitiva comportamental (KATZ; WOLFE; MICHAUD,
2006).

Os sintomas da fibromialgia causam grande impacto no cotidiano dos
doentes, promovem mudanca na rotina, cujas consequéncias tendem a manter-se
ao longo do tempo devido a cronicidade da condicdo causal, influenciam o processo
de avaliacdo cognitiva, modificam os valores de vida dos individuos e induzem no
doente comportamento adaptativo no cotidiano. Os impactos sociais que
desestabilizam as relagdes familiares, restringem o contato social e interferem nos
habitos e rotinas dos doentes e obrigam-nos a esforcos continuos da adaptacéo as
novas realidades (KATZ; WOLFE;MICHAUD,2006).

Pacientes com crises fibromialgicas apresentam quadro clinico tdo grave
guanto os pacientes com outras doengas cronicas, como artrite reumatoide, cancer,
doenca pulmonar obstrutiva cronica e lUpus eritematoso sistémico (GOLDENBERG,
2009).

O quadro clinico dos pacientes com fibromialgia € muito heterogénea.
Varios autores sugerem classifica-los em subgrupos e identifica-los pela analise de

cluster de dor.(WOLFE et al., 1995).
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Investiga-se que os pacientes com fibromialgia apresentam um distarbio
global de processamento sensorial pelo SNC, com respostas exacerbadas a
estimulos dolorosos ou néo, de calor e frio, estimulos elétricos e luminosos

(PETERSEL; DROR; CHEUNG, 2011).

2.1 DOR

A sensacdo de dor € definida, segundo a International Association for
Study of Pain como uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel, podendo
ser consequente a um estimulo virtual ou potencialmente lesivo aplicado aos
nociceptores (dor nociceptiva ou somatica), a lesdo do sistema nervoso (dor por
injaria neural, neuropatica, a fenbmenos de natureza puramente psiquica (dor
psicogénica) ou a uma associacao desses mecanismos (dor mista) (WOLFE, 1990).

A dor é essencialmente, uma manifestacdo subjetiva, variando sua
apreciacdo de individuo para individuo portanto, a experiéncia de dor € sujeita
diferencas individuais , e para sua avaliacdo, ndo existem exames laboratoriais ou
testes objetivos, dependendo-se, em grande, parte do relato subjetivo do paciente
(New criteria proposes using pain, symptoms to diagnose fibromyalgia, 2010).

O substrato neuroldgico funcional desta amplificacdo dolorosa esta
relacionado a um desequilibrio entre mediadores do Sistema Nervoso Central
(SNC). Sabe-se que had uma reducdo relativa da atividade serotonérgica ou
analgésica, bem como uma hiperproducéo de substancia P ou mediadora da dor. A
complexa sintomatologia da fibromialgia envolve principalmente: o sistema
musculoesquelético, o sistema neuroendocrino e o sistema psicolégico (CAGNIE et
al., 2014)

A dor, principal caracteristica da fibromialgia, € diferente de qualquer
outra impressao sensorial porque caracteriza-se ndo somente pela dimenséao
sensorio-discriminativa que o individuo vivencia, mas também pelo importante
componente afetivo-emocional, que constitui a dimenséo afetivo-motivacional da dor.
A dor croénica, porém, ndo tem qualquer funcéo de alerta e gera acentuados estresse

e incapacidade (GOLDENBERG, 2009).
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A complexidade e a subjetividade da dor dificulta sua avaliacao precisa e
justifica a utilizagdo de técnicas como questiondrios verbais, escala de categoria
numerica, escala analégica visual e indices nao-verbais para avaliar a dor
(CORDERO et al., 2010).

As repercussbes geradas pela dor podem ser inUmeras, inclusive do
ponto de vista social. Em pacientes fibromialgicos a dor e a intolerancia ao exercicio
fisico podem algumas vezes diminuir a habilidade para o trabalho e para a
execucao de atividades funcionais(WOLFE et al., 1995).

A dor crénica compromete o estado fisico e mental dos pacientes, com
piora da qualidade de vida por isso, pois segundo conceitos atuais, a dor ndo pode
ser deixada em segundo plano por constituir parte integral do cuidado ao paciente
(SUNDERMANN et al., 2014).

Os mecanismos fisioldgicos da dor envolvem conceitos de sensibilizacao
periférica e neuroplasticidade da dor. Pode-se estabelecer correlagdes entre
inflamacédo, dor e status psicolégico. A inflamacédo persistente contribui para a
continuidade do ciclo de dor, gerando hipersensibilidade. A dor aumenta com o
estresse psicologico, que é capaz de induzir aumento de citocinas inflamatorias
(HENRY, 1989).

Existe um interesse crescente em fatores genéticos, uma vez que estes
podem explicar uma por¢cao substancial das diferencas interindividuais na resposta

de dor (HENRY, 1989).

2.2 FISIOPATOLOGIA

A fisiopatologia da SFM é complexa e nao totalmente esclarecida. O

principal mecanismo envolvido na fisiopatologia da fibromialgia € a amplificacdo da

sensibilidade dolorosa pelo SNC (PETERSEL et al., 2011).
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O envolvimento do sistema nervoso central (SNC) na fibromialgia foi
descrito a partir de 1999 inicialmente por Russel, mas principalmente por Bennett,
seguido posteriormente por outros pesquisadores (PETERSEL et al., 2011).

O modelo fisiopatolégico que melhor descreve a fibromialgia parte da
observacdo de que o aparecimento dos sintomas dolorosos ocorre de forma
geralmente espontanea, simétrica e num sentido craniocaudal, contrariando uma
hipétese de lesbBes periféricas e sugerindo uma origem nervosa central para a
sindrome (BELLATO et al., 2012).

A fisiopatologia da fibromialgia envolve uma série de fatores, incluindo
alteracbes nos sistemas neuroendocrino e nervoso auténomo, fatores genéticos,
variaveis psicossociais e estressores ambientais. Isso ocorre em decorréncia de
modificagcdes observadas nos mecanismos envolvidos no processamento da dor em

nivel central. Sabe-se que essas alteracfes envolvem disfuncéo no eixo hipotalamo-
pituitario-adrenal. Os doentes com SFM apresentam resposta anormal ao estresse e

inadequacao aos eventos estressores, traumas e infecgdes. O estresse persistente
ocasiona anormalidades no sistema neuroenddcrino, no sistema serotoninérgico e
no sistema nervoso neurovegetativo simpatico (POTVIN et al., 2012).

Estudos mostram que a fibromialgia € caracterizada por um aumento da
percepcao sensorial, que € mediada pelo sistema nervoso central, pelos eventos
semelhantes aos associados com condicdes de dor neuropatica (ou seja, a
sensibilizacdo central). Evidéncias também sugerem que a fibromialgia envolve
niveis anormais de serotonina e noradrenalina, que Sdo neurotransmissores-chave
em vias inibitorias enddégenos da dor (CORDERO et al., 2010).

Os pacientes com fibromialgia possuem um limiar de dor rebaixado,
guando comparados a individuos normais, provavelmente por sensibilizacdo central
clinicamente observado pela sensibilidade aumentada a palpacdo e a outros
estimulos nociceptivos, e apresentam também uma sensibilidade aumentada a
distirbios comumente dolorosos (hiperalgesia) (PETERSEL et al.,, 2011). A
sensibilizacdo central se expressa por aumento da excitabilidade dos neurbénios da

medula espinhal que transmitem as informac¢des nociceptivas, sugerindo atividade
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nervosa espontanea, expansdo dos receptores e aumento das respostas ao
estimulo. Doentes com SFM apresentam anormalidades funcionais nas vias
descendentes da medula espinhal, responsaveis pela regulacdo do estimulo
doloroso (YUNUS, 2008).

A atividade reduzida de neurotransmissores envolvidos na inibicdo da dor
(serotonina, noradrenalina e dopamina), estd presente em pacientes com
fibromialgia e encontra-se associada a um aumento da sensibilidade dolorosa. Ou
ainda o aumento dessas concentracdo de neurotransmissores facilitadores da
transmissao dolorosa, como o glutamato e substancia P, também podem contribui
para a amplificacédo dolorosa (BARBOSA et al., 2012).

A serotonina € um neurotransmissor produzido por neurdnios no tronco
cerebral e € derivado do triptofano. Apresenta alguns efeitos inibitorios em diversas
vias da dor e é também amplamente distribuido. Serotonina aumentada no cérebro
leva a uma atenuacéo da sinalizagéo da dor e diminui¢céo da liberacdo da substancia
P na medula espinhal (HENRY,1989).

As alteracdes do metabolismo da serotonina implicam na reducédo da
atividade do Sistema Inibidor de Dor, com uma consequente elevacao da resposta
dolorosa frente a estimulos algiogénicos ou mesmo o aparecimento de dor
espontanea (HENRY, 1989).

Uma explicagdo para a alteracdo da atividade da serotonina seria o
polimorfismo dos receptores de serotonina, onde seus receptores apresentam algum
tipo de diferenca funcional. O polimorfismo do gene codificador de receptores é para
identificado em pacientes com fibromialgia (PETERSEL et al., 2011).

A substancia P (SP) € um neuromodulador presente em fibras nervosas
do tipo C, ndo-mielinizadas. Quando estimuladas por estimulos nociceptivos, essas
fibras liberam SP num grupo especifico de neurdnios do corno posterior da medula,
gque passam a responder com potenciais lentos, prolongados e com somagao
temporal. Considerando a participacdo da SP nas respostas dos neurbnios
nociceptivos, qualquer disturbio da sua producao, atividade funcional ou degradacao

pode resultar numa percepcado dolorosa defeituosa. Por outro lado, as vias
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descendentes inibitorias de dor, que partem de estruturas do tronco encefalico para
os diversos niveis segmentares de medula, também parecem estar envolvidas na
fisiopatologia da fibromialgia. Esse conjunto de estruturas é denominado Sistema
Inibidor de Dor e os principais neurotransmissores envolvidos no seu funcionamento
sédo a serotonina e noradrenalina ao nivel do tronco encefalico e as endorfinas e
encefalinas a nivel segmentar medular. Esse sistema foi descrito com um ténus
basal, o que sugere uma atividade constante, contudo ele também parece ser
ativado por condicionamento e estado motivacional. Estimulos nociceptivos séo
decididamente responsaveis por uma elevacdo do seu funcionamento, o que o
classificaria como uma alca de retro- alimentacdo negativa em relacéo a sensacgdes
dolorosas. Fica demonstrado que os estimulos dolorosos seriam capazes
inicialmente de produzir a sensacao desagradavel da dor, mas posteriormente
estimulariam estas vias descendentes, atuando assim como moduladores da dor
(PETERSEL et al., 2011).

A sensibilizacdo central consiste no aumento da excitabilidade de
neurdnios da medula que transmitem a informag&o da dor para o cortex pelas fibras
C. Essa sensibilizacao parece ser o principal fator que contribui para a hiperalgesia.
E associada a atividade nervosa espontanea, campos receptivos expandidos e
aumento de resposta a estimulos no interior da medula espinhal. Somacéao temporal
anormal (wind-up) € o fendmeno pelo qual, apdés um periodo inicial de estimulos
dolorosos subsequentes, estimulos iguais sao percebidos como mais intensos. Essa
aumentada “segunda dor”, que ocorre em todos, € exagerada em pacientes com
fioromialgia (PETERSEL et.,al,2011).

Estudos funcionais cerebrais tém mostrado aumento a da ativacdo de
areas cerebrais de processamento da dor, mesmo ap0s estimulos ndo nociceptivos.
Esse aumento de ativacdo de processamento central da dor € independente de
fatores psiquiatricos. Essas alteracdes morfolégicas e funcionais no cérebro dos
pacientes com fibromialgia, ocorrem principalmente em estruturas relacionadas ao

processamento da dor em nivel central (POTVIN et al., 2012).
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Outro mecanismo que poderia explicar tal distorcdo sensorial € a
alteracao global de atencao, na qual uma percepcao do meio ambiente elevada por
disfuncbes localizadas em regifes do encéfalo causaria a perversdo de estimulos
térmicos, tateis e proprioceptivos em sensacfes dolorosas. Um distlrbio dessa
natureza seria responsavel por outros achados habituais entre portadores de
fibromialgia como a alteragdo do sono, transtornos ansiosos e outras sindromes
disfuncionais associadas a ativacao simpatica, onde se incluem a cefaleia tensional,
cOlon irritavel, dor toracica atipica e sindrome dismenorreica. Estudos clinicos de
pacientes com fibromialgia mostram que alteragdes do sono sao intimamente
relacionadas com a sintomatologia somatica, mas ndo com a personalidade. Assim
guanto pior o sono, maior o numero de pontos dolorosos e em pacientes com
fibromialgia(FINAN; ZAUTRA, 2010).

As atividades de neurotransmissores podem ser influenciadas pelos
polimorfismos. Assim observa-se que a atividade reduzida de neurotransmissores
(serotonina, noradrenalina e dopamina) envolvidos na inibicdo da dor, é presente em
pacientes com a sindrome fibromialgia e também estd associada a um aumento ou
intolerancia a sensibilidade dolorosa (PETERSEL et al., 2011).

Sabe-se que existe um risco maior no desenvolvimento da sindrome
fibromialgica na presenca de genes presentes no metabolismo das catecolaminas,
serotonina e dopamina (Kato K. et al ,2009).

Entretanto, a etiologia e a fisiopatologia exata que resultam no quadro de
amplificagéo dolorosa ainda sao pouco esclarecidas, incertas e multicausais quanto
a sua etiologia. Acredita-se que determinados fatores de risco identificados até o
momento atuem como gatilhos para o desenvolvimento desse quadro em individuos
geneticamente predispostos (WOLFE et al., 1995).

Ha evidéncias que polimorfismos ndo especificos em circuitos
serotoninérgicos, dopaminérgicos, ou ainda catecolaminérgicos, estejam ligados a
etiopatogenia da doenga (MATSUDA et al., 2010). Recentemente, Mergener relatou

um provavel efeito do SNPT102C no gene do receptor HTR2A no metabolismo da 5-
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HT, mas ainda faltam estudos para explicar todos os genes envolvidos na
fisiopatologia da doenca (MERGENER et al., 2011).

O desconhecimento da fisiopatologia dificulta o estabelecimento de
estratégias terapéuticas para doentes com fibromialgia. O tratamento continua sendo
um desafio para os profissionais da saude, mas a ideia principal de tratamento inclui
o controle da dor e da fadiga, a melhoria do padrdo do sono, o controle das
anormalidades do humor, a melhora da funcionalidade e reintegracdo psicossocial,
ainda que ndo se tenha formas ideais para o diagndstico da fibromialgia (SMITH,;

BARKIN, 2011).

2.3 GENETICA

Acredita-se que existam determinados fatores de risco identificados até o
momento, e que atuem como gatilhos para o desenvolvimento desse quadro em
individuos geneticamente predispostos. A predisposicdo genética € um fator bem
estabelecido na fibromialgia (KATZ et al., 2006)

O conceito de que a sindrome de fibromialgia (FMS) pode envolver a
susceptibilidade hereditaria ndo é nova, nem a hipétese de que a sua patogénese
envolve uma susceptibilidade genética (ARNOLD et al., 2004).

Investigacdo sobre genes e expressao do gene em FMS pode identificar
biomarcadores objetivos para o disturbio da dor , assim como indicam os caminhos
que sdo desregulados e , portanto, sdo alvos potenciais para intervencédo terapéutica
(ARNOLD, 2006).

Pesquisas indicam que polimorfismos de alguns genes podem influenciar
na atividade de neurotransmissores como no metabolismo da serotonina e das
catecolaminas, e possivelmente da dopamina e entdo podem esta associados a
riscos aumentados no desenvolvimento da fibromialgia (LIGHT, A. R. et al., 2012).

Os polimorfismos de um unico nucleotideo, ou “single nucleotide

polymorphisms” (SNPs), tratam-se de substituicbes de nucleotideos dentro de uma
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determinada regido do DNA, sendo o tipo mais comum de variagcao genética. Dentro
da regido codificante do gene, o SNP pode causar alteracbes no aminoacido
codificante (SNP n&o-sinbnimo), promovendo alteracdes na estrutura da proteina,
gue resultardo em uma diminuicdo da sinalizacao celular, levando a uma alterada, e
possivelmente inapropriada, resposta celular ao estimulo. Muitos dos SNPs sé&o
sinbnimos ou nao-codificantes, 0s quais nao alteram a estrutura proteica. As
consequéncias funcionais destas alteracfes genéticas séo dificeis de deduzir. Cada
uma pode ter um impacto na expressdo do receptor alterando a eficiéncia da
transcricdo ou da traducdo. A diminuicdo ou 0 aumento na expressao do receptor
podera influenciar a cascata de sinalizacdo do neurotransmissor, alterando, assim, a
resposta celular global aos estimulos (SANDERS-BUSH, 2003).

Para uma definicdo mais ampla de fibromialgia, no entanto, ha também
uma maior probabilidade de inclusdo dos subgrupos de diferentes etiologias
envolvendo perfis genéticos e expresséo de genes diferentes, dai uma outra area de
investigacado € a relacdo entre estes genes e a dor (ARNOLD, 2006).

Gursoy et al, (1999) demonstrou que variantes genéticas associadas com
niveis relativamente baixos ou intermediarios de COMT por exempo,que teve sua
atividade enzimatica significativamente mais freqlentes entre os pacientes com
fibromialgia em comparacdo com controles saudaveis (SNP melhor estudado em
pacientes com fibromialgia é o rs4680) (GARCIA-MARTIN et al., 2010).E essa
variacdo na atividade enzimatica da COMT pode estar envolvida com a sensibilidade
a dor, através de sua regulamentacao direta de vias dopaminérgicas , que resultam
em mudancas compensatérias no processamento opioidérgico em resposta a dor
(VARGAS-ALARCON et al., 2007).

E importante citar as semelhanca da literatura com resultados positivos
em relacao as associacdes entre polimorfismos da COMT e fibromialgia, pois sabe-
se que esse gene ,por ser 0 gene mais evidente quando se trata de fibromialgia,
pode estar relacionado com diversas doengas como esquizofrenia , cancer,
dependéncia da nicotina, doenca de alzheimer , ansiedade, e principalmente com a

sensibilidade a dor (VARGAS-ALARCON et al., 2007).
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2.3.1DRD3

O DRD3 gene do receptor D3 da dopamina, em particular o polimorfismo
de um Unico nucledtido Ser9Gly, tem sido amplamente investigada. O gene no
cromossoma 3 codifica para uma proteina que responde a dopamina
neurotransmissora, a fim de desencadear sinais dentro do sistema nervoso
central. A funcdo do receptor D3 € de inibicdo: inibe a enzima adenilil-ciclase, assim
como a secrecdo mediada por dopamina de renina. O receptor DRD3 foi implicada
na retencdo de sal e hipertensao ,assim como as condi¢cdes como tremor essencial,
e de modo unipolar e bipolar depresséao.

O gene DRD3 esta localizado no cromossomo 3p13.3.3. DRD3 Ser9Gly é
um SNP, cuja mutacdo genoétipo homozigota estd ligada a maior atividade do
recepto. O D3 do gene do receptor (DRD3) contém um polimorfismo resultando
numa substituicdo de serina-glicina na extremidade N-terminal do receptor (POTVIN
et al., 2009).

Apesar das baixas concentracfes de receptores de dopamina no nivel
espinhal, evidéncias sugerem que a dopamina influencia significativamente
percepcao da dor. Ao contrario de receptores D1 e D2, o receptor D3 é amplamente
expresso em neurénios dopaminérgicos do nucleo acumens (NAC) , onde atua como
um auto-receptor-regulacao da liberacdo DA .Outras regides em que o receptor D3 é
expresso, incluir a substancia negra, o hipotalamo, globo palido e talamo (TEE;
TANG; LOH, 2011).

Em alguns estudos de pacientes portadores da alteragdo ou mutagéo de
DRD3 Ser9Gly apresentou alteragbes significativas de sensibilidade térmica em
pacientes com FM, mas ndo nos controles (POTVIN et al., 2009).

Porém, este estudo n&do consideraram uma associagcdo entre DRD3
Ser9Gly e a SFM, mostrando que este polimorfismo ndo parece ser um fator de risco
para SFM. No entanto, para aqueles que tém fibromialgia, observou-se que DRD3
Ser9Gly influencia significativamente na alteracdo da sensibilidade hiper-térmica

(POTVIN et al., 2009).
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O polimorfismo do gene DRD3 também tém sido observado no aumento
do risco para o transtorno depressivo e anedonia induzida por estresse (MAO et al.,
2013). A falta ou comprometimento da sensacao de prazer relatados por pacientes,
tem sido associada com a diminuicdo da capacidade de resposta do receptor D3,
referindo se aos receptores de D3,que sao localizados preferencialmente no (meso)
- sistema limbico (LEE et al., 2011).

SNPS no gene DRD3 foram associados com a capacidade de resposta
diferencial em humanos com transtorno depressivo, justicando que o Ser9Gly
polimorfismo também tem sido associada com a depressdo associada como
precedente da deméncia (LEE et al., 2011).

O efeito do polimorfismo do gene  DRD3, sobre sua  funcéo
dopaminérgica central, que € conferida pela sensibilidade a racloprida
(um antagonista de D2 de receptores de dopamina)de ligacdo para a liberacdo de
dopamina enddgena , dado o papel importante do receptor D3 na regulacdo da
liberacdo de dopamina no corpo estriado ventral (MULERT et al., 2006).

Porém, a associacdo do DRD3 Ser9Gly e a interpretagdo como
polimorfismo influenciador da SFM, requer estudos cautelosos para descrever a

ligacdo entre o DRD3 Ser9Gly e medidas de dor ja descritas (POTVIN et al., 2009).


http://en.wikipedia.org/wiki/Receptor_antagonist
http://en.wikipedia.org/wiki/Dopamine_receptor
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3 JUSTIFICATIVA

Este estudo se mostra relevante, pois a fibromialgia tem afetado com
grande frequéncia mulheres em idade produtiva. Pesquisas sobre a etiologia da
doenca, tem demonstrado que os fatores genéticos ou mecanismos moleculares
estdo envolvidos com a fibromialgia. Sabe-se que a fibromialgia pode estar
associada com a disfuncdo neuroenddcrina caracterizada por uma fungdo anormal
da adrenal-pituitaria-hipotdlamo, incluindo a hiperatividade do horménio
adrenocorticotréfico, relacionado com resposta adrenal diminuida, dai a necessidade
do estudo da biologia molecular e observacéo da deteccdo de polimorfismos.

Varios artigos na literatura descrevem a importancia da analise do
polimorfismo em relacdo a SFM, e entdo as afirmacBes sobre o gene DRD3 com
relacdo a intensidade e limiar da dor descritos, podem estar envolvidos com a

fibromialgia e as caracteristicas da dor.
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4 HIPOTESE

Este estudo pretende relacionar o polimorfismo dos receptores de
dopamina D3 limbicas diretamente com a fibromialgia e seus graus de severidade
ao comprometimento. Como o limiar da dor e de inibicdo da dor sdo deficientes em
pacientes fibromialgicos, estes resultados podem ajudar a identificar um subgrupo

de pacientes com SFM.
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5 OBJETIVOS

5.1 GERAL

Este trabalho teve como objetivo identificar SNPs do gene DRD3 em

pacientes com fibromialgia e associar a presenca do SNP a resposta da dor

5.2 ESPECIFICOS

a) Extrair DNA gendmico de sangue periférico de pacientes com
fibromialgia e de individuos controle.

b) Caracterizar os polimorfismos (SNPs) do gene DRD3 por
sequenciamento.

d) Avaliar a intensidade da dor em pacientes com fibromialgia através do
qguestionario Fibromyalgia Impact Questionnaire (FIQ) e dos novos critérios do ACR
2010mod, correlacionando-os.

e) Relacionar os polimorfismos do gene DRD3 com a intensidade ou

severidade da dor avaliado em pacientes com fibromialgia.
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6 MATERIAIS E METODOS

6.1 LOCAL DO DESENVOLVIMENTO DO ESTUDO

Os pacientes com fibromialgia que fizeram parte deste estudo foram
atendidos no Ambulatério de Reumatologia do Hospital de Base de S&o José do Rio
Preto com a possibilidade de realizagdo de trabalho multicéntrico. Voluntarios
saudaveis que foram utilizados como controle, foram obtidos a partir do Hemocentro

de Sao José do Rio Preto.

6.2 DESCRICAO DA AMOSTRA

A amostra final incluiu o nimero de 102 individuos com diagnostico de
fibromialgia e 100 individuos saudéaveis, tendo como base os valores descritos em
trabalhos relevantes sobre estudos de SNPS e biologia molecular (GURSOY et al.,

2003) e (POTVIN et al., 2009; VARGAS-ALARCON et al., 2007).

6.2.1 Selecéao dos individuos e avaliacao clinica

O critério de inclusdo dos pacientes com fibromialgia foi estabelecido
com base nas caracteristicas clinicas da sindrome fibromialgica (mulheres com
idade superior a 30 anos, dor generalizada, que persiste por no minimo trés meses,
fadiga e sono nédo restaurador). O diagndstico da fibromialgia foi baseado no critério
desenvolvido pelo Colégio Americano de Reumatologia (ACR) de 1990 e atualizado
em 2010 (ACR 2010mod). A triagem destas pacientes para o presente trabalho foi
realizada pelo Prof. Dr. Roberto Acayaba de Toledo e equipe, reumatologista do
Hospital de base de Sdo José do Rio Preto.

Foram excluidos da amostra, pacientes que nao elegeram os critérios da
ACR (1990 e 2010) como: sexo masculino, mulheres com idade inferior a 30 anos, e

outras enfermidades associadas como patologias reumaticas e ou endoécrinas.
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Para os individuos controles, os critérios de inclusdo utilizados foram de
mulheres com idade superior a 30 anos, auséncia de dores generalizadas,

normalidades no sono e sem queixa de fadiga.

6.3 COLETA DE DADOS CLINICOS

6.3.1 Entrevista

Todos os pacientes foram informados das condicbes da pesquisa,
portanto tomaram ciéncia lendo o termo de Esclarecimento ao sujeito da pesquisa,
onde os individuos controle saudaveis e os pacientes da pesquisa assinaram
livremente o Termo de Consentimento livre e esclarecido (ANEXO 1 e 2).

Apds a assinatura do termo todos os pacientes fibromialgicos foram
submetidos a uma entrevista para coleta de dados. Responderam 3 questionarios,
sendo o primeiro de triagem, contendo informacBes para delinear o perfil dos
participantes (ANEXO 3), o Questionario Fibromyalgia Impact Questionnaire (FIQ),
para avaliar a intensidade e o impacto da dor sobre a vida dos fibromialgicos
(ANEXO 4), e o questionario do ACR 2010mod com os Critérios Preliminares de
Fibromialgia atualizados (ANEXO 5).

O projeto foi registrado e aprovado na base nacional e unificada de
registros de pesquisas envolvendo seres humanos para todo o sistema CEP/Conep
sob o numero 04021012.9.0000.5498 em 2012 (ANEXO 6). Também foi aprovado
pela comissao de ética em pesquisa com seres humanos da Faculdade de Medicina
de Séo Jose do Rio Preto- FAMERP sob parecer 94.642/2012 (ANEXO 7) e da
Universidade de Ribeirdo Preto- UNAERP sob parecer 99.585/2012 (ANEXO 8).

6.3.1.a Escore Questionario Triagemde perfil dos pacientes

Este questionario, criado pela propria autora, teve o objetivo de coletar

informacbes que pudessem delinear o perfil dos pacientes participantes. Os
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resultados obtidos foram analisados individualmente e posteriormente observou-se

os valores correlacionando com outros resultados obtidos.

6.3.1.b Escore FIQ

De acordo com (BOOMERSHINE et al., 2011) o questionério FIQ tem por
objetivo colher informagbes sobre as condicbes do funcionamento fisico, a relacéo
entre 0 paciente e o seu trabalho, seu estado de depressado, ansiedade, cansago
matinal, rigidez, dor, fadiga e bem estar nos ultimos dias.

A avaliacdo do escore FIQ foi realizada seguindo critérios do ACR 1990
(BENNETT, 2005).0 FIQ é composto por 10 itens\questdes . O primeiro item contém
10 perguntas (A a J) relacionadas a capacidade funcional. Cada pergunta é avaliada
em um tipo escala de Likert (escala de respostas gradativas) valendo até 3 pontos.
Os itens 2 e 3 possuem valores que variam de 0 a 7 pontos e orienta que o paciente
marque o namero de dias que sentiu-se bem e o numero de dias que foi incapaz de
trabalhar (incluindo trabalho em casa) devido aos sintomas da fibromialgia. Os itens
de 4 a 10 refere-se as condi¢cbes de dificuldade de trabalho, a dor, a fadiga, o
cansaco da manhd, a rigidez, a ansiedade e a depresséo dos pacientes. O FIQ tem
como critério estabelecido uma contagem de pontos que indica que quanto mais
elevada, maior o impacto da sindrome na vida da pessoa. Cada um dos 10 itens tem
um escore maximo de 10 pontos. Assim o0 escore maximo é 100 pontos. Considera-
se a media do escore de pacientes com fibromialgia é de aproximadamente 50
pontos, e pacientes severamente afetados aqueles com 70 pontos ou mais.

O questionario é avaliado da seguinte maneira:

1) As 10 perguntas sao assinaladas e somadas. Cada item é avaliado em
um tipo de escala de Likert de 3 pontos. A contagem exata em cada item varia na
escala de 0 (sempre) a 3 (nunca). Assim, a contagem mais elevada sera de 30
pontos. A fim de obter completamente um escore somado valido para as perguntas
de 1 a 10, as contagens para os itens que o paciente tem avaliado é somado e

dividido pelo nimero de itens total e multiplicados por 3.33.
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2) O item 2 é assinalado inversamente, de modo que um numero mais
elevado indica o prejuizo ou situacéo ruim (isto €, 0=7, 1=6, 2=5, 3=4, 4=3, 5=2, 6=1
e 7=0, etc.). A contagem pode variar de 0 a 7. O valor obtido € multiplicado por 1,43.

3) O item 3 é assinalado diretamente (isto € 7=7 e 0=0). A contagem
exata pode ser de 0 a 7. O valor obtido é multiplicado por 1,03.

4) Os itens de 4 a 10 possuem valores 0 ou 10 e sdo somados. Assim, ha
uma normalizacdo de modo que todas as contagens sejam expressadas em
unidades similares. A escala de contagens normalizadas € de 0 a 10 onde 0 indica

gue a pessoa nao apresenta dores e 10 indica o maximo de dor.

6.3.1.c. Escore ACR 2010mod

Para a andlise dos resultados dos novos critérios de avaliacdo da
fibromialgia de acordo com 0 ACR 2010mod, é necessario considerar quais foram as
alteracdes ocorridas. Segundo (WOLFE et al., 2011), o ACR substituiu a avaliacao
dos tenders points, que era considerado como um exame fisico de 18 pontos pelo
indice de dor generalizada (WPI), com uma nova contagem de 19 regides do corpo.
Além disso incluiu neste critério a avaliacdo de alguns sintomas que sao
caracteristicos da SFM como fadiga, sono ndo reparador, problemas cognitivos e
somaticos, que podem ser pontuados de 0 a 3. Estes séo analisados podendo-se
totalizar um valor de 0 a 12 pontos, referindo-se a gravidade dos sintomas (SS).
Estas escalas podem ser combinadas totalizando um valor de 0 a 31 pontos,
referindo-se a uma medida segundo o sofrimento ou a gravidade dos varios
sintomas da SFM.

Segundo (BENNETT et al., 2014), o paciente passa a preencher
completamente o diagndstico de fibromialgia, quando apds responder o questionario
ACR 2010mod apresentar indices de dor difusa = 7/19 e uma escala de gravidade
de sintomas = 5, ou ainda o indice de dor difusa entre 3 a 6 e a escala de gravidade
=29, com o0s sintomas estaveis e presentes por pelo menos 3 meses, sem nenhuma

condigdo que justifique os sintomas (Tabela 1).
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Tabela 1: Classificacdo ACR 2010

Classificagdo Dor difusa Escala de gravidade
ACR 2010 (WPI) (SS)
I >7/19 >5
Il 3-6/19 =9

Fonte: autora
Para a obtencdo da classificacdo da SFM a partir deste novo critério,
somou-se o0s valores WPI e SS, estimando-se até 31 pontos, e entdo obtém-se a
classificagdo de acordo com o impacto sobre a vida da paciente. Os pacientes que
obtiveram resultados fora desta pontuacdo, ou seja, fora deste parametro de

avaliacdo, néo séo considerados fibromialgicos de acordo com os autores.

6.4. EXTRACAO DE DNA

Foi realizada a coleta do material genético, de todos o0s pacientes
fibromialgicos e controle. Foram coletados 5ml de sangue periférico utilizado tubos
BD Vacutainer (K2 EDTA 7.2 mg Plus Blood Collection Tubes para 4ml).

As amostras de sangue foram processadas no Laboratorio de Biologia
Molecular do Departamento de Biotecnologia da UNAERP, realizando a extracao do
DNA de cada amostra.Essas amostras de sangue foram armazenadas
adequadamente para que pudessem ser utilizadas no processo de extracdo de DNA
gendmico posteriormente.

O DNA foi extraido a partir das amostras de sangue (fiboromialgicos e
controle), utilizando o Kit GenElute Blood Genomic DNA Kit (Sigma), seguindo o
protocolo determinado pelo fabricante.

A extracdo de DNA foi realizada a partir de 200 pl das amostras de
sangue periférico em temperatura ambiente, o qual foi pré aquecido a 55°C. Apos
aquecimento, adicionou-se 20ul de proteinase K (gelada). Posteriormente, foi
adicionado 200ul de solucdo de Lyses C na amostra e a mistura foi submetida ao

vortex por 15 segundos. A seguir, o conteudo foi incubado a 55°C por 10 minutos.
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Enquanto isso, as colunas foram montadas em um tubo de coleta e adicionado 500
pl da solucdo de preparo de coluna e centrifugado por 12000g por 1 minuto. Foi
adicionado 200 pl de etanol (100%) ao lisando e higienizado por 10 segundos. Entao
foi adicionado a mistura a coluna e centrifugado a 6600g por 1 minuto. Descartado o
tubo de coleta e colocado a coluna sobre um novo tubo adicionando mais 500 ul de
solucéo de pré-lavagem a coluna e centrifugado a 6600g por 1 minuto. O tubo de
coleta foi descartado e a coluna colocada sobre um novo tubo de coleta. Foi
adicionado 500 pl de solucdo de lavagem (Wash buffer) a coluna e novamente
centrifugado por 3 minutos a 14000g. Descartado o tubo de coleta e colocado a
coluna novamente sobre um novo tubo de coleta de 1,5 pl, adicionou-se 200 pl de
tampdo de eluicdo no centro da coluna para a retirada do DNA da coluna e foi
incubado por 5 minutos em temperatura ambiente e depois centrifugado por 1
minuto a 6600g.

ApOs a extracdo de DNA as amostras obtidas foram numeradas e

armazenadas novamente.

6.4.1 Armazenamento do material biologico utilizado na pesquisa.

O material biologico foi armazenado a -20°C na Unidade de Biotecnologia,
sob a responsabilidade de instituicdo depositaria, a qual obedece a norma ou
regulamento aprovado pelo CEP da instituicdo. Caso haja eventual uso deste
material em projetos futuros os participantes serdo previamente consultados para

autorizar o seu uso.
6.4.2. PCR

O DNA foi extraido utilizando o Kit GenElute Blood Genomic DNA Kit
(Sigma), e logo apoés foi realizada uma PCR para a amplificagdo do gene de
interesse DRD3, utilizando os primers indicados na tabela 2.

Para tanto, fez-se uma padronizacdo da reacdo utilizando
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aproximadamente 8ul de DNA genbmico, 5ul da solugcdo tampédo 10 vezes
concentrada (200mM Tris-HCI, pH 8,4, 500mM KCI), 2ul de MgCl2 a 50mM, 4ul da
mistura contendo 250uM de cada dNTP, 1ul de cada primer DRD3 (+) (10pmol/uL) e
DRD3 (-) (10pmol/uL), 1U da enzima polimerase (Tag DNA polymerase recombinant

- Invitrogen, USA) e agua suficiente para completar 50ul (DE SOUZA et al., 2009).

Tabela 2. Sequéncia dos Primers utilizados.

Primers Sequéncia (5’-3’) Amplicon(pb) Referencia

DRD3 (+) GCTCTATGTCCAACTGTCACA

DRD3(-)  AAGTCTACTCAGGTCCAGGTA (POTVIN et al.,
463
2009)

Fonte: autora

A mistura foi submetida a um ciclo de desnaturagéo a 95°C por 5 minutos,
seguida de 35 ciclos de 95°C por 30 segundos, 57°C por 30 segundos e 72°C por 30
segundos, finalizando com um ciclo de 72°C por 5 min. As reacdes de PCR foram
realizadas em termociclador MyCycler™ Thermal Cycler (Bio Rad).

Os amplicons foram submetidos a eletroforese em gel de agarose
(Invitrogen) a 1,5% (peso/volume) utilizando tamp&o TAE 1X (Tris-acetato 0,04 M,
EDTA 0,001 M) contendo solucdo de GelRed (0,1 pg/mL), a 100V, durante 1 hora e
30 minutos. As bandas foram visualizadas a luz ultravioleta e as imagens foram

capturadas no ChemiDoc™MP Imaging System (Bio Rad) (BARBOSA et al., 2012).
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6.4.3. Sequenciamento

Os amplicons obtidos foram  sequenciados pelo método
dideoxinucleotideo (Sanger, Nicklen et al., 1977), no laboratério da Professora
Doutora Nilce Martinez-Rossi, Departamento de Genética (FMRP- USP).

Os amplicons obtidos na PCR foram purificados com etanol baseado em
metodologia descrita por Sambrook & Russel (2001). Em linhas gerais, aos
amplicons foram adicionados de 3L de acetato de sédio 3M seguido da adicao de
150ul de etanol 100%. O DNA foi precipitado por uma hora a -80°C. ApOs
centrifugacdo de 20 minutos a 13200 rpm (rotor Eppendorf F45-24-11), 4°C, o
sobrenadante foi descartado e o precipitado lavado com 100uL de etanol 70%
(Merck). Em seguida foi realizada centrifugacdo de 10 minutos, a 13200 rpm, 4°C
para obtencdo de um precipitado, o qual foi homogeinizado em 20uL de agua ultra-
pura (Invitrogen).

Apoés processo de purificacdo, os amplicons foram submetidos a reacao
de sequenciamento, utilizando o Big DyeTerminator Kit v3.1 (AppliedBiosystems),
segundo recomendacdes do fabricante. Em linhas gerais, para a reacao de
sequenciamento, foram utilizados aproximadamente 200ng de DNA; 4,0 pL de
Tampéao 5x BigDyeTerminator v3.1 Sequencing (AppliedBiosystems), 2,0 uL de Big
Dye Ready Reaction Mix, 3,2 pmol dos primers especificos (DRD3), listados na

Tabela 2, e agua para um volume final de 20 pL. Na ciclagem, foram realizados 25



40

ciclos de desnaturacdo a 96°C por 30seg, pareamento dos primes a 50°C por 15seg
e extensédo dos fragmentos a 60°C por 4min.

As amostras foram submetidas a precipitacdo antes de serem submetidas
ao aparelho de sequenciamento Cycle ABI PRISM™ 3130 GenecticAnalyse
(AppliedBiosystems). Para tanto, foi adicionado 5uL de EDTA (125mM) a reacao
seguido da adicdo de 60uL de etanol absoluto (Merck) e homogeneizadas. Apos
periodo de incubacdo de 15 minutos a temperatura ambiente, as amostras foram
submetidas a centrifugacdo de 10000g por 20 minutos a 4°C. ApGs o sobrenadante
ser descartados, adicionou-se 60uL de etanol a 70%, inverteu-se os tubos para
homogeneizacéo e seguiu-se de centrifugacdo de 10 minutos a 10000g a 4°C. Logo
apos, descartou-se o sobrenadante e secou-se o pellet deixando os tubos invertidos.
As amostras foram ressuspendidas com 10uL de formamida e submetidas ao
aparelho.

As sequéncias resultantes foram submetidas aos programas DS Gene 2.0

(Accelrys, USA) e FinchTV (Geospiza, INC).

6.5 ANALISE DOS DADOS

Os resultados clinicos foram analisados de acordo com as respostas do
questionario do perfil dos pacientes, a pontuacdo de FIQ e os resultados do
ACR2010, utilizando os programa Minitab, BioEstat e Excel.

Inicialmente, os dados foram analisados de forma descritiva, buscando-se
estabelecer a ordem de importancia e frequéncia das respostas para os fatores

relacionados nas perguntas estruturadas do questionario do perfil dos pacientes.
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Devido a natureza multifatorial da SFM, fez-se necessaria a utilizacdo de
questionarios para uma avaliagdo mais objetiva dos sintomas subjetivos, auxiliando
o diagnostico desta sindrome. O FIQ € o instrumento mais utilizado para avaliar o
impacto da FM e j& foi traduzido para varios idiomas, por isso apresenta grande
relevancia e confiabilidade. Quanto a analise do FIQ, os resultados foram baseados
nos valores do escore determinado pela sua validagdo, e entdo mostrou-se 0s
valores em percentuais dos pacientes de acordo com a classificacéo.

Os resultados do ACR2010 também foram quantificados de acordo com
0s escores determinados, e entdo correlacionados com os resultados obtidos do
questionario FIQ, determinando quais pacientes realmente sao identificados
fibromialgicos pelos dois critérios de avaliacao.

Para analise dos resultados da frequéncia de polimorfismos do gene
DRD3, as sequéncias obtidas foram analisadas utilizando os programas DS Gene

2.0 (Accelrys, USA), FinchTV (Geospiza, INC) e BioEdit.
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7 RESULTADOS E DISCUSSAO

7.1 ANALISE DOS DADOS

Os resultados foram analisados de acordo com as respostas do
questionario do perfil dos pacientes, a pontuacdo de FIQ e os resultados do
ACR2010, utilizando os programa Minitab, BioEstat e Excel.

Inicialmente, os dados foram analisados de forma descritiva, buscando-se
estabelecer a ordem de importancia e frequéncia das respostas para os fatores
relacionados nas perguntas estruturadas do questionario do perfil dos pacientes.

Devido a natureza multifatorial da SFM, fez-se necessaria a utilizacdo de
questionarios para uma avaliagdo mais objetiva dos sintomas subjetivos, auxiliando
o diagnostico desta sindrome. O FIQ € o instrumento mais utilizado para avaliar o
impacto da FM e j& foi traduzido para varios idiomas, por isso apresenta grande
relevancia e confiabilidade. Quanto a analise do FIQ, os resultados foram baseados
nos valores do escore determinado pela sua validacdo, e entdo mostrou-se 0s
valores em percentuais dos pacientes de acordo com a classificacao.

Os resultados do ACR2010 também foram quantificados de acordo com
0s escores determinados, e entdo correlacionados com os resultados obtidos do
questionario FIQ, determinando quais pacientes realmente sao identificados
fibromialgicos pelos dois critérios de avaliacao.

Para analise dos resultados da frequéncia de polimorfismos do gene
DRD3, as sequéncias obtidas foram analisadas utilizando os programas DS Gene

2.0 (Accelrys, USA), FinchTV (Geospiza, INC) e BioEdit.
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7.2 DADOS DO QUESTIONARIO DE PERFIL DOS PACIENTES FIBROMIALGICOS

Foram avaliados 102 pacientes com diagnostico clinico de fibromialgia,
onde verificou-se que a idade das pacientes estava entre 30 e 74 anos, sendo
idade média e desvio padréo de 52,60 + 9,59.

Também foi investigado habitos das pacientes fibromialgicas em questéo,
e observou-se que 12,74% destas pacientes sao tabagistas e 11,77% afirmaram
ingerir bebida alcodlica em situacdes eventuais.

Este resultados estdo de acordo com estudo realizado (DE SOUZA et al.,
2009) onde relata que a maior incidéncia da fibromialgia se consta na faixa etaria
entre os 20 e 50 anos, sendo que a idade média do inicio dos sintomas pode variar
entre 29 e 37 anos, e o diagndstico geralmente ocorre entre os 40 e 50 anos.

A figura 1 mostra que além do diagnostico de fibromialgia nestes
pacientes ainda h& ocorréncia de outras patologias como hipertensdo e diabetes

melitus.

Figura 1: Doencgas associadas relatadas nas pacientes fibromialgicas
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Fonte: autora
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Em relacdo ao historico familiar dos pacientes fibromialgicos, 46%
afirmaram apresentar parentes préximos com diagnostico de fibromialgia.
Quando questionado sobre a ocorréncia de sinais e sintomas de
depressao 89% destas pacientes confirmaram apresentar dor de cabeca 67,64% e
62,74% afirmaram ser ansiosas.
Sobre a qualidade do sono das pacientes fibromiélgicas, 79,41% das
pacientes afirmaram apresentar dificuldade de dormir ao deitar-se na cama, e
88,23% comentaram sobre o fato de acordar vérias vezes durante a noite e ainda
apresentar a sensacao de sentir-se cansada ao acordar.
Somente 36,27% das pacientes fibromialgicas afirmaram realizar
atividade fisica e quanto as atividades em grupo, somente 19,60% realizam esta

pratica de acordo com a Figura 2.

Figura 2 :Pratica de atividade fisica ou atividades em grupo
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Fonte: autora

Tambeém foi relatado por 78,43% das pacientes, a ocorréncia de perda de

forca e a sensacao de dorméncia em alguma regido do corpo.

Sobre a percepcdo de agravamento da dor nas pacientes fibromialgicas
guando expostas a diversas situa¢cdes como estresse, atividade fisica ou inatividade
estdo descritas na Figura 3.
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Figura 3: Condicdes para agravamento da dor
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Fonte: autora

Quanto aos tratamentos para a fibromialgia, 63,72% ou seja, 65 das 102
pacientes em questdo, realizam somente o uso de medicagcdo como forma de
tratamento. E ainda 91,17% das pacientes fibromiélgicas abordadas neste estudo

acreditam na cura da fibromialgia.

7.3 DADOS DO QUESTIONARIO FIQ

A tabela 3 mostra os valores do escore do questionario FIQ e o resultado
em valor percentual das pacientes fibromiélgicas comprometidas de acordo com a

severidade da doenca.
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Tabela 3: Escore do FIQ e classificacdo em % das pacientes fibromialgicas de acordo com os pontos

das respostas

FIQ RESPOSTAS
102
PONTOS ESCORE PACIENTES
%
0A<39 LEVE 9,8%
=39 A<59 | MODERADO 30,39%
=<59 A 100 SEVERO 59,80%

Fonte: autora

Considerando os valores dos pontos das respostas das 102 pacientes

fibromialgicas (Figura 4) foi possivel determinar um valor médio de pontos de 52,50

de acordo com o escore do FIQ, com um desvio padrdao de + 40,29 pontos, sendo

este considerado muito grande, fora de padrao.

Pontos do FIQ
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Figura 4: Maior e menor valor das respostas FIQ
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Fonte: autora
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A metodologia utilizada neste trabalho para a aplicacéo do FIQ, assim
como seus resultados baseando-se no seu escore, obedece os critérios utilizados

por (BENNETT, 2005) em varios dos seus trabalhos descritos.

7.4 DADOS DO QUESTIONARIO ACR2010

Quando analisados o0s resultados das respostas pertinentes ao
questionario ACR 2010 nestes 102 pacientes, observou-se positiva a as
caracteristicas estabelecidas para critérios de avaliacdo, onde apresentavam dor
difusa ou generalizada (WPI) 27/19, e severidade dos sintomas 25, para 71,56%
desta populacao e apenas 2,94 % mostraram-se WPl 3 a 6 e SS =>9. Foi possivel
verificar que cerca de 25,50% das pacientes apresentavam caracteristicas mistas
gquanto a pontuacdo de dor generalizada e a severidade dos sintomas,
caracterizando-as de acordo com o escore em nao fibromialgicas, como descreve a
tabela 4.

Tabela 4: Critérios do ACR 2010 e % das respostas dos pacientes de acordo com novo critério

DOR SEVERIDADE PACIENTES
GENERALIZADA SINTOMAS (%)
OU DIFUSA (WPI) (SS)
FIBROMIALGICOS >7a19 >5 71,56%
3a6 >9 2.94%
NAO - - 25,50%

FIBROMIALGICOS

Fonte: autora

Estes valores descritos demonstram a nova metodologia utilizada para a

avaliacdo dos pacientes fibromialgicos, utilizadas a partir de 2010(WOLFE, 2010).

7.5 CORRELACAO FIQ E ACR2010
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Se correlacionarmos as respostas do questionario FIQ e ACR

2010mod, com o objetivo de identificarmos 0s pacientes que apresentaram

comprometimento no FIQ e aqueles que apresentam-se fibromialgicos ou ndo de

acordo com os critérios do ACR 2010mod, observaremos a descricdo por esses

critérios de acordo com a tabela 5 mostra.

Tabela 5: Correlagao dos pacientes fibromialgicos pelos critérios do FIQ e ACR2010

FIQ Pcte ACR2010 Pacien
s tes
LEVE 1
MODERADO 17 FIBROMIALGICOS 76
GRAVE OU 58
SEVERO
LEVE 9
MODERADO 14 NAO 26
GRAVE OU 3 FIBROMIALGICOS
SEVERO

Fonte: autora

Essa amostra mostrou-se com relacdo positiva quando observado os

critérios de comparacado entre o FIQ e ACR2010. Para isso foi aplicado o teste-t, e

obtido os valores t=-9,7809 e P>0,001.

7.6 DETECCAO DO POLIMORFISMO DRD3

Para verificar a presenca de polimorfismo no gene DRD3 foi necessario a

analise dos sequenciamentos. Para isso precisou-se obter um template do perfil do

gene DRD3, como mostra a figura 5.
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Figura 5: Esquema do gene DRD3
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Fonte: http://www.sciencedirect.com/

Os eletroferogramas das reacdes de sequenciamento do SNP de DRD3
foram analisadas no programa Programs Accelrys Gene 2.5 e estdo ilustrados na
figura 7e 8 respectivamente.

Assim, foi possivel observar na figura 7, possiveis genoétipos para o SNP
de DRD3 das amostras de pacientes fibromialgicos, sendo entdo gendtipo

heterozigoto AG na regido 167.

Figura 7. Cromotograma representativo do sequenciamento do fragmento de PCR do gene DRD3
apresentando Gendtipo heterozigoto AG na regido 167 de pacientes fibromialgicos.
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Em relacéo ao gendtipo normal (TGG), este apresentou-se mais frequente
no grupo controle para o SNPs em relacdo ao grupo de individuos com fibromialgia.
Assim, para o SNP loc 167, o gendtipo GG apresentou maior frequéncia 79,01%
para o genotipo GA como mostra a tabela 5.

Nas amostras sequenciadas dos pacientes controle, quando analisadas
da mesma forma ou seja utilizando-se 0 mesmo template, observou-que pela anélise
molecular do gene DRD3 que o gendétipo mutante AA para os SNPs no loc 167 séo
mais frequentes nos pacientes com fibromialgia comparados com os individuos

controle apresentando diferenca significativa entre os grupos (P <0,001).

Figura 8: Cromotograma representativo do sequenciamento do fragmento de PCR do

gene DRD3 apresentando Gendtipo homozigoto AA na regido 167 de pacientes controle.
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Tabela 6: Distribuigdo e comparacgéo dos genotipos do SNP do gene DRD3 com a média do escore

FIQ e ACR2010 em pacientes com fibromialgia e individuos controle

GENOTIPOS | PACIENTES Escore | Escore CONTROLE | Valor de P
de FIQ ACR2010

AA 33,9% 33,4% 22,69% 59,01% P <0,001

GT 9,6% 14,54% 14,45% NS P <0,001

GG 12,5% 10,08% 11,21% 11,09% P <0,001

AG 44,81 41,98% 51,65% 29,9% P <0,001

Fonte: autora

A relacdo dos SNPs do gene DRD3, ainda € muito obscura quando se
trata de sua influéncia quanto a com a sensibilidade a dor, como descrito por
(POTVIN et al., 2009), que observa a possivel presenca destes SNPs em pacientes
com alteracbes na modulacdo da dor, sintoma mais caracteristico da sindrome
fibromialgica, justificando entéo a correlagao.

A percepcao de dor é um processo complexo que é influenciado por uma
variedade de fatores, assim, a associacao de polimorfismos a percepcao de dor
humana e as condicdes persistentes da dor sdo de grande importancia
(DIATCHENKO et al., 2005).

No caso da sindrome fibromialgica, muitas tentativas tém sido feitas para
compreender sua patogenia, como (LIGHT, K. C. et al., 2012) que tenta elucidar a

expressao de genes e sua relagédo com a dor.
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8 CONCLUSOES

O questionario de triagem auxiliou no levantamento de informacdes do
perfil dos pacientes fibromialgicos, contribuindo para dados adicionais importantes
para analise dos resultados obtidos.

Os novos criterios de avaliacdo do ACR2010 para o0s pacientes
fibromialgicos comparados aos dados do FIQ e seus escores, mostram que
pacientes classificados como fibromialgicos do tipo moderado e severo pelo FIQ,
realmente se enquadram aos pontos do escore do ACR2010, ou seja, classificados
também como fibromialgicos, e o grupo classificado como fibromialgicos tipo leve
pelo escore do FIQ, sdo tidos como néo fibromialgico pelos critrios do ACR2010.

Em relacdo ao polimorfismo do gene DRD3, ele apresentou-se presente
na populacdo fibromialgica estudada, em propor¢cdes mais elevadas do que em
pacientes do grupo controle. Quanto aos resultados do sequenciamento das
amostras, encontramos mutacdes heterozigotas presentes no loc 167 das amostras
observadas.

A relacdo da analise molecular dos gendtipos dos pacientes
fibromialgicos com o escore FIQ e ACR2010, tambem mostrou-se presente e de

acordo, corraborando com os resultados afirmados acima.



53

ANEXO 1:

ESCLARECIMENTO AO PACIENTE
Prezado Paciente,

Este trabalho de pesquisa tem o objetivo de estudar o DNA proveniente
do sangue colhido de pacientes com fibromialgia, no intuito de utilizar este material
genético para analisar a influéncia das varias formas dos genes com a intensidade a
dor, por meio de experiéncias em laboratério com esse sangue. Serdo coletados
amostras de sangue de individuos de pacientes com fibromialgia do Hemocentro de
Sao José do Rio Preto. Para participar desta pesquisa precisarei do seu
consentimento para a doacdo de 5 ml de sangue venoso, a coleta de sangue néo
causara risco a sua saude, sendo que o Unico risco da coleta serd o desconforto da
“picada” e possivelmente o aparecimento de uma mancha roxa (hematoma) no local
da picada da agulha. Deve ficar claro que o sujeito da pesquisa podera retirar o
material genético a qualquer momento, e caso for necessario, o doador sera
consultado sobre o uso deste material genético em projetos futuros. Além de vocé,
outros 99 fibromialgicos também participardo do estudo. O beneficio desta pesquisa
sera o estudo das variacbes genética de 2 genes que estdo envolvidos com a
doenca e também com a intensidade da dor em pacientes com fibromialgia.

Declaro que, apdés convenientemente esclarecido pelo pesquisador e ter
entendido o que me foi explicado, aceito participar da presente Pesquisa.

Sao José do Rio Preto, de 2013.

Nome:

Telefone:

Assinatura do sujeito de pesquisa
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ANEXO 2:
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E  ESCLARECIDO

Eu , abaixo

assinado, tendo sido devidamente esclarecido sobre todas as condigbes que
constam do documento “ESCLARECIMENTOS AO SUJEITO DA PESQUISA”, de
que trata o Projeto de Pesquisa intitulado “Avaliagao de polimorfismos de genes
qgue influenciam a percepc¢cédo da dor em pacientes com fibromialgia"que tem
como pesquisador responsavel a Prof2 Dr2 Ana Lucia Fachin Saltoratto, residente
a rua Doutor Antonio José Moreira n°57 CEP 14.055-320 e tel (016) 3011-8824,

Ribeirdo preto e o médico Prof . Dr. Roberto Acayaba de Toledo, CRM SP
22645, e Prof2 Dra. Glauce Rejane Leonardi Bertazzi, especialmente no que diz

respeito ao objetivo de pesquisa aos procedimentos que serei submetido, aos riscos
e aos beneficios, a forma de ressarcimento no caso de eventuais despesas, bem
como a forma de indenizacdo por danos decorrentes da pesquisa, declaro que tenho
pleno conhecimento dos direitos e das condicbes que me foram assegurados, a

seguir relacionados:

1. A garantia de receber a resposta a qualquer pergunta ou esclarecimento de
qualquer duvida a respeito dos procedimentos, riscos, beneficios e de outras
situacOes relacionadas com a pesquisa a que serei submetido.

2. Aliberdade de retirar o meu consentimento e 0 meu material genético e deixar
de participar do estudo, a qualguer momento, sem que iSso traga prejuizo a
continuidade do meu tratamento.

3. A seguranca de que ndo serei identificado e que serd mantido o carater
confidencial da informacgéo relacionada a minha privacidade.

4. O compromisso de que me sera prestada informagédo atualizada durante o
estudo, ainda que possa afetar a minha vontade de continuar nele
participando.

5. O compromisso que serei consultado sobre o uso de meu material genético
em projetos futuros.

6. O compromisso de que serei devidamente acompanhado e assistido durante
todo o periodo de minha participagcdo no projeto, bem como de que sera
garantida a continuidade do meu tratamento, apds a conclusédo dos trabalhos
da pesquisa.
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7. O ressarcimento de eventuais despesas decorrentes da minha participacéo
no projeto, a ser promovido pelo Patrocinador da pesquisa.

8. Que o ressarcimento de eventuais despesas, bem como indenizacao, a titulo
de cobertura material, para reparacdao de danos imediatos ou tardios,
decorrentes de minha participacdo na pesquisa, serdo feitos pelo
Patrocinador da Pesquisa; ndo cabendo ao participante paciente, qualquer
responsabilidade quantos aos referidos pagamentos.

Declaro, ainda, que concordo inteiramente com as condicbes que me foram
apresentadas e que, livremente, manifesto a minha vontade em participar do referido
projeto.

Sao José do Rio Preto, de de 2013.

Prof2 Dr2. Ana Lucia Fachin Saltorato

Assinatura dos participantes da pesquisa



ANEXO 3: QUESTIONARIO DE TRIAGEM

IDADE SEXO () Feminino ( ) Masculino PROFISSAO
FILHOS ( ) Sim n° de filhos ( )Nado ESTADO CIVIL
GRAU DE ESCOLARIDADE ( ) 1°GRAU ( ) 2° GRAU ( ) SUPERIOR
TABAGISTA( )SIM ( )NAO ( ) EX-FUMANTE
ETILISTA( )SIM ( )NAO
DOENCAS ASSOCIADAS: DIABETES( )

HIPERTENSAO ( )

TRIGLICERIDES ALTO ( )

COLESTEROL ( )

OUTRAS
FAMILIARES COM DIAGNOSTICO DE FIBROMIALGIA ( )SIM ( ) NAO
FAZ USO DE ANTIDEPRESSIVO ( ) SIM ( )NAO

TEM FREQUENTEMENTE DOR DE CABEGCA ( )SIM ( ) NAO

FAZ ALGUM TIPO DE TRATAMENTO ALTERNATIVO PARA FIBROMIALGIA ()SIM()NAO
VOCE REALIZA ATIVIDADE FISICA DIARIAMENTE? () SIM () NAO

VOCE PARTICIPA D ATIVIDADES ESPORTIVAS OU CULTURAIS EMGRUPO() SIM()NAO
VOCE TEM ALGUM TEMPO PARA RELAXAR? ( ) SIM ( ) NAO

VOCE SE SENTE UMA PESSOA ANSIOSA? ( ) SIM () NAO

VOCE TEM DIFICULDADES PARA DORMIR? () SIM () NAO

VOCE ACORDA DURANTE O SONO? ( ) SIM ( ) NAO

ACORDA CANSADO, COMO SE NAO TIVESSE DORMIDO? () SIM () NAO

VOCE SENTE ALGUM ADORMECIMENTO EM SEU CORPO? ( ) SIM ( )NAO
VOCE SENTE PERDA DE FORCA? ( ) SIM ( )NAO

ASSINALE O FATOR QUE AUMENTA A SUA DOR ( )ATIVIDADE FISICA EXCESSIVA ()
ESTRESSE ( ) INATIVIDADE

VOCE ACREDITA NA CURA DA SUA FIBROMIALGIA ( ) SIM () NAO
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ANEXO 4
Fibromyalgia Impact Questionnaire (FIQ)
1-
Vocé é capaz de : Sempre | Na Ocasionalmente | Nunca
maioria
das vezes
A-fazer compras 0 1 2 3
B-lavar roupas 0 1 2 3
C-preparar refeicdes 0 1 2 3
D- lavar lougas/cozinhar | 0 1 2 3
usando utensilios com
as maos
E-aspirar um tapete 0 1 2 3
F-fazer as camas 0 1 2 3
G-andar varios 0 1 2 3
quarteirdes
H-visitar 0 1 2 3
amigos/parentes
|-fazer trabalhos no 0 1 2 3
quintal
J-dirigir carro 0 1 2 3

2-Nos 7 dias da semana passada, quantos dias vocé se sentiu bem?

1 2 3456 7

3- Quantos dias da semana passada vocé faltou ao trabalho devido a
fibromialgia? (se ndo tiver trabalho externo, deixar em branco)

1 2 345 67

4-Quando vocé foi ao trabalho, o quanto a dor ou outros sintomas de sua
fibromialgia interferiram com a sua capacidade para fazer o seu trabalho?

Sem problema grande dificuldade
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5- Como tem sido sua dor

Sem dor dor insuportavel

6- Quanto vocé tem se sentido cansado?

Sem cansago muito cansado

7- Como vocé tem se sentido quando se levanta pela manha?

Acorda bem cansado acorda muito cansado

8- Como tem sido a sua rigidez?

Sem rigidez muita rigidez

9-Quao tenso, nervoso ou ansioso Voce tem se sentido?

Sem tensao muita tensao

10-Quéo depressivo ou triste vocé tem se sentido?

Sem depressao muito deprimido
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ANEXO 5:

Critérios preliminares de fibromialgia elaborados

pelo ACR em 2010
ESCALA DE GRAVIDADE DOS SINTOMAS
Marque a intensidade dos sintomas, conforme vocé esta se sentindo nos
ultimo 7 dias.

FADIGA

(Cansago ao executar atividades)
SONO NAO REPARADOS

( acordar cansado)

SINTOMAS COGNITIVOS

( dificuldade de meméria, concentragao, 0 1 2 3
etc.)

SINTOMAS SOMATICOS

(dor abdominal, dor de cabega, dor muscular, dor 0 1 2 3

nas juntas, etc.)

Critérios preliminares de fibromialgia elaborados pelo ACR em

2010

INDICE DE DOR GENERALIZADA

Marque com x as areas onde teve dor nos ultimos 7 dias
AREA SIM | NAO AREA SIM | NAO
MANDIBULA MANDIBULA
E D
OMBROE OMBRO D
BRACO E BRACO D
ANTEBRACO ABTEBRACO
E D
QUADRILE QUADRILD
COXAE COXAD
PERNA E PERNAD
CERVICAL DORSO
TORAX LOMBAR
ABDOME
TOTAL DE AREAS
DOLOROSAS:
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
Elaborado pela Instituicdo Coparticipante

Numero do Parecer: 94.642
Data da Relatoria: 11/09/2012

Apresentacao do Projeto:
Pesquisa cientifica

Objetivo da Pesquisa:

Avaliaros polimorfismos de genes que influenciam a percep¢éo da dor em pacientes com fibromialgia

Avaliacéo dos Riscos e Beneficios:

Riscos e beneficios satisfatérios ao desenvolvimento do projeto

Comentérios e Consideragbes sobre a Pesquisa:

nao se aplica

Consideragdes sobre os Termos de apresentacao obrigatéria:
nao se aplica

Recomendacdes:
nao se aplica

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagbes:
nao se aplica

Situacéo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

Nao

Considerag@es Finais a critério do CEP:

SAO JOSE DO RIO PRETO, 11 de Setembro de 2012

Assinado por:
Fernando Batigalia
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ANEXO 8:
UNIVERSIDADE DE RIBEIRAO PRETO
UNAERP

D PROJETO DE PESQUISA

Titulo: Avaliacdo de polimorfismos de genes que influenciam a percepcéo da dor em pacientes com fibromialgia

Area Temaética:
Area 9. A critério do CEP.

Versdo: 2
CAAE: 04021012.9.0000.5498
Pesquisador: Ana Lucia Fachin Saltoratto

Instituicéo: Universidade de Ribeiréo Preto UNAERP

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

Numero do Parecer: 99.585
Data da Relatoria: 13/09/2012

Apresentacado do Projeto:

O estudo envolve uma avaliacdo da influéncia dos SNPs do gene da enzima Catechol-O-
methyltransferase(COMT) e do gene DRD3 sobre a sensibilidade a dor em pacientes com fibrolmialgia.

Objetivo da Pesquisa:

Avaliar a influéncia dos SNPs do gene da enzima Catechol-O-methyltransferase (COMT) e do gene DRD3
comsensibilidade a dor em pacientes com fibromialgia.

Objetivos secundarios

a) Extrair DNA gendmico de sangue periférico de pacientes com fibromialgia e de individuos controle.

b) Caracterizar os SNPs dos genes COMT e do gene DRD3 por PCR e digestdo com enzima de restricao

d) Avaliar a intensidade da dor em pacientes com fibromialgia através do questionario Fibromyalgia Impact
Questionnaire (FIQ).

e) Relacionar os polimorfismos dos genes COMT e DRD3 com a intensidade da dor em pacientes com
fibromialgia.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

De acordo com os autores, a realizagdo do experimento envolve a coleta de sangue, 0 que ndo causara risco a
saude do paciente. Entretanto, durante a coleta, ha o desconforto da "picada" e, possivelmente, o aparecimento
de uma mancha roxa (hematoma) no local da picada da agulha.

Os beneficios da pesquisa, por sua vez, se referem ao fato de que o sangue (material genético) sera utilizado
para analizar a influéncia das vérias formas dos genes relacionados a intensidade da dor em fibromialgia.

Comentérios e ConsideragBes sobre a Pesquisa:

O estudo proposto é de grande relevancia, uma vez que a fibromialgia tem afetado, de forma freqiiente, um

grande numero de mulheres em idade produtiva. As pesquisas sobre a etiologia da doenca tém demonstrado
gue os fatores genéticos ou mecanismos moleculares estéo correlacionados com a fibromialgia.

ConsideragGes sobre os Termos de apresentacdo obrigatéria:



A maior parte dos termos foi apresentada, mas existem algumas pendéncias.

Recomendacdes:

O projeto deve ser aprovado apds o cumprimento das exigéncias do CEP.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequac6es:

1. O TCLE nao esta assinado pelo pesquisador responsavel pela pesquisa e nao apresenta RG, telefone e
endereco do pesquisador responsavel pela pesquisa. No TCLE, a autorizacao é para utilizacdo do material
biolégico neste projeto de pesquisa. Caso haja armazenamento do material biolégico colhido ou descarte, é
necessario explicitar no TCLE o destino que sera dado a este material. Na metodologia, deve ser informado
como serd feito o0 armazenamento ou o descarte.

2. Nao foram informados os critérios para encerrar ou suspender a pesquisa.

3. A autorizacao para utilizacdo das dependéncias da Unidade de Biotecnologia deve ser da responsavel pela
Unidade.

4. No cronograma, devem ser incluidos os meses também, lembrando que a coleta s6 deve ser

iniciada apds a aprovacgéo do comité.

5. O orcamento ndo consta no projeto e devem ser informados quais serdo 0s gastos e se séo solicitados
recursos a Instituicao.

Situacéo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

Nao

Considerag¢des Finais a critério do CEP:

Pendéncias Atendidas.

RIBEIRAO PRETO, 17 de Setembro de 2012

Assinado por:
Luciana Rezende Alves de Oliveira
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