u

unopar

PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO STRICTO SENSU

DOUTORADO EM CIENCIAS DA REABILITAGAO

CARLOS ALEXANDRE MARTINS ZICARELLI

CARACTERIZAGCAO DO LIMIAR DE DOR CRONICA E DAS
VARIANTES DE NUCLEOTIDEOS UNICOS DOS GENES
COMT, RECEPTOR 5HT2A E VDR NO IMPACTO
FUNCIONAL E ALTERACOES PSICOGENICAS EM
MULHERES COM FIBROMIALGIA

N
Londrina

2021



CARLOS ALEXANDRE MARTINS ZICARELLI

CARACTERIZAGAO DO LIMIAR DE DOR CRONICAE
DAS VARIANTES DE NUCLEOTIDEOS UNICOS DOS
GENES COMT, RECEPTOR 5HT2A E VDR NO IMPACTO
FUNCIONAL E ALTERAGOES PSICOGENICAS EM
MULHERES COM FIBROMIALGIA

Tese apresentada ao Programa de Pés-
Graduagdo em Ciéncias da Reabilitagdo
(Programa Associado entre Universidade
Estadual de Londrina [UEL] e Universidade
Pitagoras Unopar [UNOPAR]), como requisito
para obtencdo do titulo de Doutor em
Ciéncias da Reabilitagao.

Orientadora: Profa. Dra. Regina Célia Poli
Frederico

Londrina
2021



CARLOS ALEXANDRE MARTINS ZICARELLI

CARACTERIZAGAO DO LIMIAR DE DOR CRONICA E DAS
VARIANTES DE NUCLEOTIDEOS UNICOS DOS GENES COMT,
RECEPTOR 5HT2A E VDR NO IMPACTO FUNCIONAL E
ALTERAGOES PSICOGENICAS EM MULHERES COM
FIBROMIALGIA

Tese apresentada ao Programa de Pés-
Graduagdo em Ciéncias da Reabilitagdo
(Programa Associado entre Universidade
Estadual de Londrina [UEL] e Universidade
Pitagoras Unopar [UNOPAR]), como requisito
para obtencdo do titulo de Doutor em
Ciéncias da Reabilitagao.

BANCA EXAMINADORA

Prof?. Dr®. Regina Célia Poli-Frederico
(Orientadora)
UNOPAR

Prof. Dr?. Karen de Barros Parron Fernandes
UNOPAR

Prof. Dr. Eduardo Joaquim Lopes Alho
Universidade de Sao Paulo (USP)

Prof. Dr. Marcos Tadeu Parron Fernandes
Instituto de Ensino e Pesquisa da ISCAL

Prof. Dr. Rodrigo Anténio de Carvalho Andraus
Coordenador do Programa de Pés Graduagao Stricto Sensu UEL/UNOPAR

Londrina, 21 de maio de 2021.



AUTORIZO A REPRODUGAO TOTAL OU PARCIAL DESTE TRABALHO, POR
QUALQUER MEIO CONVENCIONAL OU ELETRONICO, PARA FINS DE
ESTUDO E PESQUISA, DESDE QUE CITADA A FONTE.

Dados Internacionais de catalogacio-na-publicacio
Universidade Norte do Parana
Biblioteca Central
Setor de Tratamento da Informacao



Dedico esta Tese a Deus
primeiramente, por me capacitar a
praticar a profissdo mais linda e
gratificante: a medicina. Em um
momento critico da humanidade, os
profissionais de saude com foco,
determinacéo e a ciéncia resgataram
a esperanga e troxeram a luz
novamente.



AGRADECIMENTOS

Nesse momento que encerro mais uma etapa da minha jornada,
agradeco e mais uma vez reflito sobre tantos caminhos trilhados. Torna-se
evidente que tenho muito a agradecer a muitos.

Foram tantos que estenderam as maos para mim, que fica
extremamente dificil definir em poucas palavras 0 que possui um preco
impagavel, sendo tarefa impossivel reconhecer nominalmente a todos. Ja pego
minhas sinceras desculpas por eventuais lapsos. Em geral, minha eterna
gratidao.

Agradecimentos especiais,

A Minha Mae

Obrigado pela dedicagdo sua em minha vida. Todo esforgo ndo foi em
vao. Minha mae Dora, minha guerreira, que sozinha me formou e me propiciou
que me formasse e honrrasse o meu diploma. Obrigado por tudo e nunca irei

retribuir tanto amor o qual foi me dado.

A Minha Esposa
Pela paciéncia e compreensdao nos momentos mais criticos. Obrigado
Andressa Zaqueo Zicarelli por segurar as pontas com as criangas no pior

momento.

Aos Meus Filhos
Mariana e Benicio Zicarelli os quais sao a inspiracdo e motivagdo da

minha vida e me ajudaram seguir em frente. Sempre estarei protegendo vocés.

Aos meus orientadores e professores
A querida professora Regina Célia Poli-Frederico por ter me acolhido de
bracos abertos e a sua competéncia profissional, academicismo, dedicacao e

paciéncia com aluno da p6s graduagao, neurocirurgido, pai, ser humano...



A querida professora Karen Parron Fernandes pela toda ajuda desde o
meu mestrado em sua capacidade académica, visao bioestatistica e ajuda nas
publicagdes sempre muito pertinentes. Desde ja o meu muito obrigado por
tudo. A fisioterapeuta Luana Oliveira pela ajuda na coleta de dados e
participagdo na linha de pesquisa nas variantes genéticas do receptor da
serotonina e polimosrfismo da COMT.

A fisioterapeuta Stheacy pela contribuigdo no laboratério de genética na
pesquisa de variantes genéticas do receptor de Vitamina D.

Aos amigos

Leonardo Valente de Camargo pela amizade de muito antes da profissao
companheirismo em todos os momentos bons e maus e cumplicidade no
trabalho do dia a dia e Daniela Godoy por acreditar no meu trabalho e ter me
dado o privilégio de ser seu parceiro e socio de clinica N3. Aos Drs.lvan
Hattana, Victor Batistela e Franciele Fazoli pela parceria no servico de
Neurocirurgia. Especial ao Professor de Neurocirurgia Paulo Henrique Pires de
Aguiar de Sdo Paulo o qual me incentivou na escolha da especialidade e foi
determinante na minha formagao. Ao Professor Luiz Roberto Aguiar de Curitiba
por ser o meu orientador do mestrado, sendo esta tese uma sequencia do
espirito e ensinamentos de 2013 a 2015.

Dedico a todos os funcionarios e parceiros da Clinica N3 por me darem
suporte nos momentos dificeis na conciliagdo da minha rotina como médico e o
academicismo. A todos os professores da equipe de trabalho do Programa de
Ciéncias em Reabilitagdo UEL/UNOPAR pelo emprenho em criar e manter um
programa de exceléncia e qualidade no campo da reabilitagdo e consequente
melhora da qualidade de vida dos pacientes.

Especial dedicacao a todos os pacientes que sofrem de dor crénica, com
destaque aos, com fibromialgia, que por muitas vezes se deparam com
incertezas diagnosticas e de tratamentos ndo resolutivos, os quais me
motivaram a escolher esta sindrome tdo complexa para estudar melhor e

contribuir para alentar o sofrimento destas pessoas

Meu muito obrigado a todos.



“A arte torna-se cientifica.”
(Andreas Vesalius,
Basiléia, 1543)

“‘Embora pleno de
sofrimento, 0 mundo também
esta repleto de sua superacao

(Helen Keller, 1880-1968)

“‘Antes pensavamos que o
nosso futuro estavam nas
estrelas, agora sabemos que
esta nos nossos genes.”

(James Watson, The
Double Helix, 1968)

ZICARELLI, Carlos Alexandre Martins Caracterizagao do limiar de dor
cronica e das variantes de nucleotideos unicos dos genes da COMT,
S5HTR2A e do VDRe suas relagbes no impacto funcional e alteragdoes
psicogénicas em mulheres com fibromialgia. 2021 Cem paginas. Tese de
doutorado (Programa de Pds-Graduagdo em Ciéncias da Reabilitagdo -
Programa Associado entre Universidade Estadual de Londrina [UEL] e
Universidade Norte do Parana Pitagoras Unopar) , Londrina, 2021.



RESUMO

Introducao: Dor cervical e lombar sao disturbios musculoesquéticos muito
comuns afetando pessoas de diferentes idades levando a muita procura
médica e absenteismo do trabalho. A fibromialgia (FM) é tipicamente
caracterizada pela presenca de dor crbnica generalizada e associados com
sintomas como fadiga, disturbios do sono e comportamento, rigidez matinal e
disturbios psicolégicos. E considerada como sendo o segundo disturbio
reumatoldégico mais comum, afetando 2,5% da populagdo brasileira e
aproximadamente 2% da populagdo mundial, principalmente afetando mulheres
acima dos 35 anos de idade. Estudos tem associado a FM com a sucetibilidade
genética diretamente relacionada aos sistemas serotoninérgico, dopaminérgico
e catecolaminérgico. A enzima catechol-O-Metiltransferase (COMT), as vias
dos receptores de serotonina 5HT2A e do receptor de Vitamina D apresentam
um importante papel na patogénese da disseminagao e perpetuagao da dor na
FM. Objetivos: Artigo 1: Determinar o limiar de dor a pressdo (PPT) em
regides cervicais e lombares de individuos com e sem dor crénica para
estabelecer um padrdo metodoldgico que podera ser utilizado na avaliagdo e
acompanhamento de pacientes com FM. Artigo 2: Chegar os genotipos e
frequéncias alélicas das variantes genéticas de nucleotideos unicos da COMT,
5HTR2A e VDR e suas relagbes com dor, teste funcional e fatores psicologicos
em mulheres com FM. Métodos: Artigo 1: Setenta e quatro individuos (15
individuos com dor cervical e 17 controles cervical; 21 individuos com dor
lombar e 21 controles lombar). O PPT foi mensurado na regido cervical
(musculos subocciptal, trapézio e supraespinal) a na regido lombar (musculos
paraespinal nos niveis L1, L3 e L5). Para a confiabilidade intra-observador foi
utilizado o coeficiente de correlagao intraclasse (ICC) e Bland-Altman. Artigo 2:
Vinte e nove mulheres com FM foram selecionadas para o grupo da COMT e
51 pacientes com FM para os grupos da serotonina e VDR. O Questionario de
Impacto da fibromialgia (FIQ), Inventario de Depressdo de Beck (BDI),
Inventario de Ansiedade de Beck (BAl), Indice de Massa Corpérea (IMC),
escala visual analogica de dor (VAS), teste de sentar e levantar (SRT) foram
realizados e amostras de sangue periférico para extragcdo do DNA; as analises
genotipicas foram realizadas por



Reacdo em Cadeia da Polimerase — com primers alelos-especificos (PCR-
SSP). O teste qui-quadrado ou teste Exato de Fisher foram usados para as
possiveis associagdes das variaveis; O teste T para amostras independentes
foram usadas para comparar as médias dos grupos; o valor de significaAncia
adotado foi de 5%. Resultados: Artigo 1: Excelente confiabilidade intra-
observador foi alcangada para grupo cervical e lombar (ICC de 0,874 para o
grupo da dor cervical versus 0,895 para o grupo controle cervical; ICC de 0,932
para o grupo da lombar versus 0,839 do grupo controle). Um pequeno viés foi
observado para todos os grupos (-0,08 para o grupo de dor cervical versus 0,10
no grupo controle; e 0,32 no grupo da dor lombar versus 0,44 no grupo
controle). Foi encontrado diferenga no PPT entre dor e os grupos controles
(p<0,05). Artigo 2: Nao foram observadas associagbes estatisticamente
significativas entre os genotipos isolados e as variaveis da FM estudadas.
Entretanto, quando foram estudadas as combinagbes alélicas, houve
associagao significativa entre pior prognostico na ansiedade (p=0,019) e FIQ
(p=0,017) com os gendtipos GG ou GA. Conclusoées: Artigo 1: Pode-se sugerir
o protocolo do limiar de dor a pressao € confiavel e capaz na discriminagaode
individuos com e sem dor cervical e lombar com minimo erro de mensuragao.
Portanto este método pode ser usado para detectar possiveis progressos apos
intervengbes em pacientes com dor cervical e lombar bem como com a
sensibilidade na FM. Artigo 2: Este estudo demonstrou que mulheres com FM
que apresentam o gendtipo AA/A ou alelo-A nos genes da COMT, S5HTR2A e
CDX2 do VDR apresentam melhor desfecho em relagéo a ansiedade de escore
de FIQ.

Palavras-chave: Fibromialgia; Limiar de Dor a Press&o; Polimorfismo de

Nucleotideo Unico; COMT; Receptor Serotonina; Receptor de Vitamina D.
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ABSTRACT

Background: Neck and low back pain are common musculoskeletal (MSD),
affecting people from different ages leading to several medical visits and work
absteeism. The fibromyalgia (FM) is typified by generalized chronic
musculoskeletal pain and is also associated with symptoms of fatigue, sleep
and mood disorders, morning stiffness and psychological disorders. It is
considered the second most common rheumatological disorder, affecting 2.5%
of the Brazilian population and approximately 2% of the world’s population,
primarily affecting women over 35 years of age. Studies have associated FM
with a genetic susceptibility directly related to the serotonergic, dopaminergic
and catecholaminergic systems. The catechol-O-methyltransferase enzyme
(COMT), the serotonin pathway 5HTR2A and Vitamin D receptor VDR play an
important role in the pathogenesis of dissemination and perpetuation of pain in
FM. Obijective: Article 1: to determine pain pressure thresholds (PPT) in
cervical and lumbar regions in individuals with and without chronic pain, to
estabilish a methodological standard useful to evaluation and monitoring
patients with FM. Article 2: Check the genotype and allele frequency of the
variants of COMT, 8HTR2A and VDR genes and the relationship with pain,
functional testing and psychological factors in women with FM. Methods: Article
1: Seventy-four individuals (15 individuals from the neck pain group and 17 from
the neck control group; 21 individuals from the low back pain group and 21 from
the low back pain control group). PPT was measured in the neck region
(suboccipital, trapezius and supraspinal muscles) and in the lower back region
(paraspinal muscles at levels L1, L3 and L5). Intra-rater reliability was assessed



using Intraclass Correlation Coefficient (ICC) and Bland-Altman. Article 2:
Fibromyalgia Impact Questionnaire (FIQ), Beck Depression Inventory (BDI) and
Beck Anxiety Inventory (BAIl), Body Index Mass (BDI), Visual Analog Scale
(VAS), Sitting-Rising Test (SRT) data were collected, as well as data relating to
the Symptom Severity Scale and Generalized Pain Index and peripheral blood
samples for DNA extraction; genotype analyses were performed using PCR-
SSP. The chi-square test or Fisher Exact was used for possible associations
among the variables; the T-test for independent samples was used to compare
the averages between the groups; the level of significance was 5%. Results:
Article 1: Excellent intra-rater reliability was observed for both (ICC of 0.874 for
the neck pain group versus ICC of 0.895 in neck control group; ICC of 0.932 for
the low back pain group versus ICC of 0.839 for the control group). A small bias
was observed for all groups (-0.08 for the neck pain group versus 0.10 in the
control group; and 0.32 in the low back pain group versus 0.44 in the control
group). A minimum detectable change of 0.63 kgf of neck pain and 1.21 kgf of
low back pain was calculated. A difference in PPT was observed between the
pain and control groups (p <0.05). Article 2: No statistically significant
association between the isolated genotypes and FM variables was observed.
However, when the allelic combinations of the evaluated genes were carried
out, there was a statistically significant association between worst-case
prognosis in anxiety (p: 0,019) and FIQ (p= 0,017) with the GG or GA genotypic
combination. Conclusions: Article 1: It is suggested that the protocol with Pain
Pressure Threshold is reliable and able to differentiate between individuals with
and without neck and low back pain, with a minor measurement error.
Therefore, this method may be used to detect possible progress after
interventions in patients with neck or low back pain. Article 2: This study
demonstrates that, for women with FM who have the AA/A genotype or A-allele
in COMT gene, in 5-HT2A gene and in CDX2 VDR gene presents a better
outcome in terms of the relationship between anxiety and FIQ score.

Keywords: Fibromyalgia; Pain Pressure Thresholds; Single Nucleotide
Polymorphism; COMT; Serotonin receptor; Vitamin D receptor
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1 INTRODUGAO

O complexo fenbmeno do entendimento da dor, que nos permitem
contruir um vocabulario cientifico valido para a pesquisa e para o norteamento
das condutas clinicas, compreendem quatro componentes centrais: a
nocicepg¢ao, a dor, o sofrimento e o compontente doloroso (1). A nocicepgao é
definida como a detecg¢ao da les&o do tecido por transdutores ligados as fibras
A delta e C que transmitem a sinalizac&o para o corno dorsal da medula. Estes
trandutores sao influenciados por fatores inflamatérios e neurotransmissores. A
dor é considerada resposta a nocicepgéo e € gerada na medula espinhal e no
encéfalo, apartir das aferencias nociceptivas. O sofrimento € uma resposta
afetiva negativa gerada no individuo por dor, sua perpetuagao ou cronicidade,
medo, ansiedade, estresse e outros fatores psicolégicos. O comportamento
doloroso como gemer, mancar, expressdes faciais, posturas antagicas ou
sentir-se incapaz de trabalhar sdo sinais comuns e com certa frequéncia
encontrados em pessoas que sentem dor. Existem quatro tipos de de dor cuja
a distingdo é imperativa no contexto clinico: a dor transitoria, a dor aguda, a dor
cronica relacionada ao cancer e a dor cronica (DC) devida a doengas né&o
oncologicas (2). Este ultimo tipo de dor pode muitas vezes ndo apresentar
lesbes estruturais ou marcadores diagnosticos o que dificultam o sucesso do
seu tratamento. Existem muitos fatores que contribuem para o insucesso do
manejo dos pacientes com dor crénica como: impossibilidade do diagnostico
acurado da causa da dor; falta de compreensdo dos mecanismos da DC,
levando a tendéncia de tratar empiricamente carecendo de uma base racional;
inexisténcia de vinculo forte entre nivel de dor e lesédo tecidual sugerindo o
entendimento de uma cascata bioquimica complexa do sistema nervoso central
(SNC), que permanece ativa muito mais tempo do que a causa desencadeante
da dor; e por fim a influéncia de fatores ambientais e afetivos, os quais
contribuem para o nao discernimento do exame fisico ou estudos de imagem
na avaliagdo destes individuos (3). A DC representa um problema sério de
saude impactando diretamente na sociedade pelos seus altos indices de custos

em diagnosticos n&o elucidativos, tratamentos insuficientes ou ineficazes e



altos indices de abstensismo no trabalho (4). Sabe-se que a maioria dos
pacientes com DC apresentam idades maiores ou iguais a 65 anos. A previséo
da agencia americana de censos, projeta que em 2030, cerca de 20% da
populacdo tenha mais que 65 anos, indicando uma espécie de “epidemia’de
pacientes com DC (5).

A Fibromialgia (FM) € uma sindrome complexa de origem desconhecida,
caracterizada por dor difusa e crénica pelo corpo, presenca de tender points
(pontos de gatilho de areas localizadas nos musculos ou tenddes, que quando
palpadas, produzem dor local ou a distancia) e, frequentemente, associada a
fadiga, ansiedade, depresséo, disturbios do sono e incapacidade funcional. A
FM pode ser definida como uma entidade dolorosa crénica, n&o inflamatoria,
com etiologia desconhecida, sendo que sua definicdo mantem-se controversa
pela auséncia de lesdo de 6rgao alvo bem estabelecido sendo considerado por
muitos crises de somatizagdo (6). Em meados da década de 80 os estudos
levaram a acreditar que a FM era uma doenca real mediadas por mecanismos
complexos de sensibilizagdo do SNC levando, em 1990, o colégio americano
de reumatologia a publicar critérios diagnosticos da FM com a contagem de 11
dos 18 tender points (7).

Ha evidéncias que pacientes com dor crbnica musculoesquelética
apresentam diferencas no padrao de anisotropia das fibras brancas cerebrais
quando comparados com individuos saudaveis, estando estas alteracdes
diretamente relacionadas com a severidade dos sintomas (8). Neste contexto,
estudos recentes baseados na neuro-imagem da FM evidenciam disfungbes do
processamento central da dor com causa primaria desta sindrome (9). Estes
achados corroboram as evidéncias da diferenca na percepcdo da dor em
individuos com FM em comparagao a populacdo normal.

Embora sua patogenia ainda n&o seja muito bem esclarecida, ha
evidéncias que, nos pacientes com FM, ha uma reducdo do limiar e
discriminagao da dor. Contudo, ndo foram elucidadas quais areas participam
desta modulacdo. Entretanto, considerando que o corpo caloso (CC) é a
principal via integradora de informagdes interhemisféricas, esta regidao poderia
ser uma regido alvo para o possivel entendimento da modulagédo da dor em
pacientes com FM (10-13). Sabemos também da influencia de alteragdes

nucleos de neurdnios especificos relacionados a expressao errbnea de



neurotransmissores relacionados a vias da serotoninina (14) / dopamina e
catecolaminas (10) além dos fatores genéticos relacionados a metilagdo do
DNA com intermediador entre alteracbes do meio ambiente no contexto da
epigenética e diversas mutagdes as quais levam ao individuo a desenvolver um
estado global de alteragdo na percepcdo e na cronicidade da dor
caracteristicas nos pacientes com FM.

A FM normalmente é subdiagnosticada e carece de um protocolo de
diagndstico e tratamento que impreterivelmente melhoraria a qualidade de vida
dos pacientes acometidos. A utilizacdo de questionarios de avaliagdo da
qualidade de vida tem sido reconhecida como uma importante area do
conhecimento cientifico no campo da saude, uma vez que permite uma
avaliacdo mais objetiva de sintomas tdo subjetivos, como dor, ansiedade,
depressao (15, 16), obesidade (17) entre outros. Na pratica clinica, esses
questionarios podem identificar as necessidades dos pacientes e avaliar
(estimar, calcular, dimensionar) a efetividade da intervengao (18). Em ensaios
clinicos randomizados, servem como instrumento de medida dos resultados e
sdo também um importante componente da analise de custo-efetividade do
tratamento (18, 19). Segundo Treurniet et al (20), os protocolos devem estar
aptos a detectar variagbes de saude entre dois grupos, variagdes ao longo do
tempo, sendo um aspecto fundamental no registro hospitalar dos pacientes,
assumindo um grande papel nos estudos experimentais, prospectivos e

retrospectivos.



2 REVISAO DE LITERATURA - CONTEXTUALIZAGAO
2.1 Fibromialgia: caracterizagao clinico-funcional-psicogénica
2.1.1 Definig6es gerais da Fibromialgia

A fibromialgia (FM) € uma sindrome clinica caracterizada por dor
muscular crénica e difusa, a qual acomete principalmente mulheres (10:1) com
pico de incidéncia entre os 40 e 55 anos, tendo uma prevaléncia de
aproximadamente 2% da populagao, sendo responsavel por cerca de 15% da
procura nos consultorios da reumatologia, 5-10% de clinica geral (6). A
sindrome de dor miofascial e a FM sao os carros chefes da procura a servigos
de saude por quadros dolorosos crénicos sendo caracterizado pela presenca
de pontos de gatilho (area nos musculos e tenddes que quando palpadas
produzem dor em locais distantes, ocorrendo em locais coerentes com padrdes
previsiveis) e das bandas de tensdo (palpacéo profunda dos musculos as quais
revelam areas rigidas geralmente em faixas). Muitos destes pacientes também
procuram com frequéncia neurologistas, neurocirurgides e ortopedistas em
busca de causas fisicas e anatdbmicas, que muitas vezes, acabam
diagnosticando outras alteragcdes degenerativas sendo a causa de um circulo
de muitos achados aumentando fatores prepoderantes e consequente ao
padrédo de dor e a perpetuacdo da mesma. Outros fatores relacionados a FM
que se destacam s&o: obesidade, fadiga generalizada (21), disturbios do sono
como insbnia (22, 23) e apneia obstrutiva do sono (24), rigidez cognitiva (25),
dispneia crbnica (26), ansiedade e depressédo (27-29). Existe um grau de
variabilidade na apresentacdo da FM. Foram identificados subgrupos da
sindrome com base no numero de pontos ativos dolorosos, qualidade do sono
e limiar de dor ao frio. Pacientes podem apresentar sindrome do intestino
irritavel (Sll) (30), relacdo de gravidade com a associagdo de diabetes (31),
sendo também comum a associacdo com doengas autoimunes como sindrome
de Sjogren (32), Lupus eritematoso sistémico (LES) (33) , tireoidite de
Hashimoto (34), artrite reumatoide (AR) (33), sindrome das pernas inquietas
(35), disfungdo temporomandibular (36) e desregulagdo autondmica com
hipotenséo ortostatica (37).



2.1.2 Definigoes gerais da dor na Fibromialgia

A Associacdo Internacional para o Estudo da Dor (AIED) define dor
como "uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel, associada a dano
tecidual real ou potencial, ou descrita em termos de tais danos" (38). Esta
definicdo se encaixa na FM pois reconhece que a dor sempre tem um
componente fisico e emocional associados. Nos casos de FM, a dor pode
ocorrer na auséncia de de dano tecidual evidente, fato este, que grande parte
da investigacdo radiolégica e laboratorial ndo se mostram com alteragdes
significativas. Informacdes atuais enfatizam considerar a dor da FM como uma
experiéncia neurobioldgica complexa multifatorial em multiplas areas do SNC,
sistema nervoso periférico e do sistema 6steo-muscular (7). O sofrimento que
se caracteriza como o estado de sofrer, desconforto continuo e interminavel,
retifica o transtorno somatiforme e de disseminacdo como uma das suas
particularidades. Existem autores que enquadram a dor da FM como associada
a dor psicogénica e baseado no Diagnostic and Statistical Manual of Mental
Disease (DSM-IV) a dor pode ocorrer na auséncia de um mecanismo
nociceptivo ou neurogénico gerando um transtorno somatiforme doloroso
associado a depresséao e ansiedade (39). Outra caracteristica da dor da FM € o
limiar de dor referida quase sempre menor em determinado estimulo, seja ele
mecanico ou térmico. E sabido que a pressdo mecanica produz dor com
aproximadamente a mesma quantidade de kilojoules (kj) entre os individuos
normais, porém na FM esta tolerancia € diminuida. Por outro lado, ndo existe
uma uniformizagdo na utilizagdo de dispositivos especificos como o algometro
de presséo (AP) (40). Mesmo na utilizacdo do AP pelos profissionais, ndo ha
também, uma sistematizagdo de quantos kj atingem o limiar em determinado

grupo muscular.
2.1.3 Mecanismos da dor na Fibromialgia

Os nociceptores sdo neurdnios sensoriais 0s quais podem responder a
estimulos nocivos térmicos, quimicos ou mecanicos (41) sendo que este ultimo

na FM, se destaca visto a questdo da dor disseminada e referida em varios



pontos. Os neurbnios periféricos, estdo associados as fibras mielinizadas
pequenas (A-delta) e ndo mielinizadas (C) dos neurbnios aferentes primarios.
As fibras A-delta s&o consideradas de pequeno didmetro (1 a 6 um),
conduzindo velocidades de despolarizagéo na faixa de 5 a 25 milisegundos. Ja
as fibras C, ndo mielinizadas, tem o diametro de 1Tum e conduzem em média a
10-35 milisegundos (41, 42). As dores primarias e secundarias sao
amplamente descritas sendo que ambas se referem a respostas dolorosas
imediatas e tardias aos estimulos, respectivamente. Os estimulos que geram a
dor primaria referinda como aguda ou em agulhada sdo transmitidos pelas
fibras A-delta, ja a dor secundaria, resulta da ativagcéo das fibras C conduzindo
um impulso muito mais lentificado, predominando assim em sindromes

dolorosas crénicas como a FM (42).

Existem trés principais vias de transmissao da via nociceptiva. Os tratos
espinotalamico, espinoparabraquial e espinoreticular (43). A origem do trato
espinotalamico esta localizada no corno dorsal e substancia intermédia da
medula espinal. Ax6nios destes neurbnios atravessam para o quadrante
anterolateral e ascendem para o talamo onde fazem sinapse com nucleos de
neurdnios talamicos mediais, se associando a nucleos parabraquais oriundos
do tronco encefalico dorsolateral, mais especificamente ponte dorsolateral (43).
Esta via é fortemente relacionada na geragcdo do componente emocional da
dor, visto que esses neurdnios se projetam para a amigdala, cortex cingulado
da insula anterior que sdo areas limbicas neuroanatomicas que processam as

emocoes (44).
2.1.4 Anamnese da Fibromialgia

O primeiro passo na avaliagdo em pacientes com queixa de dor crbnica
na FM é correlacionar um bom vinculo com o paciente afim de caracterizar
melhor uma vez que a dor é um sintoma puramente subjetivo. Fatorem
imprescindiveis na histéria incluem localizagdo, irradiagdes, instensidade,
caracteristica e qualidade, aspectos temporais, fatores que pioram ou
melhoram a dor, se a dor é constante ou migratoria. Deve-se perguntar ao
paciente sobre a funcdo das areas dolorosas especificas e estas apresentam
restricdo a amplitude do movimento como rigidez, caibra, espasmos, edemas.

Distancias comunitarias limitadas s&o comuns (45-60 metros) com velocidades



diminuidas podem ser atribuidas a presenga de fadiga na FM. Em geral, a
velocidade de de deambulagédo é inferior a 4,8km/h (média normal) sendo
observado a metade de tempo em paciente com FM visto a frequente queixa
de perda de félego (45).

Deve ser questionado muitos aspectos da vida atual e da qualidade de
vida e se estes foram alterados em decorréncia da dor crbnica como:
relacionamento social, funcionamento recreacional, estado emocional, estado
de animo, afeto, estado de ansiedade (44). Importante a identificagdo de
vinculos com cbnjuges, parentes, amigos no entendimento desta sindrome,
visto que muitas das vezes o diagnostico é subestimado pelas pessoas
proximas. Outro aspecto importante na anamnese é a ocupagao. Na grande
maioria das vezes este perfil de paciente apresenta prejuizos profissionais

importantes com constantes afastamentos.
2.1.5 Exame fisico e funcional em pacientes com Fibromialgia

Com os recentes avangos tecnoldgicos na medicina em especial
laboratorial e de imagem, grande parte das decisbes diagnosticas se basem
em laudos de exames e menos no exame fisico. Esta ideia se contraria na FM,
visto que nao existe um exame, seja de laboratério ou de imagem, mesmo a
termografia e polissonografia, que sejam comprobatorios em se firmar o seu
diagnostico (45). Assim os achados do exame fisico podem levar a um
diagnostico mais proximo do diagnostico doloroso. O exame fisico da FM deve
incluir a avaliagcdo do sistema musculoesquelético e neurolégico. O exame
musculoesquelético deve ser realizado para documentar pontos dolorosos em
pescoco e regido lombar (os dois pontos mais frequentes relatados na FM) de
articulagdes, escapulas, ombros, joelhos, membros superiores e inferiores,

quadril e regido tempomandibular (36).

O teste de sentar e levantar (TSL) pode de forma pratica analisar a
capacidade funcional dos pacientes com FM. O TSL, um procediemento
extremamente simples, permite em pouco tempo e em qualquer lugar sem
necessariamente espacos grandes planos, avaliar varios itens como
flexibilidade das articulagbes dos membros inferiores, musculatura
paravertebral, musculo iliopsoas além de testar o equilibrio, coordenacao

motora e relagdo de poténcia muscular e peso corporal, caracterizando de uma



s6 vez uma aptiddo muscular mimina (46). O TSL pode ser realizado em
qualquer local (consultério, escola, academia) demandando apenas 3m? livres
em solo plano e ndo escorregadio. Para a execugcdo do teste, o paciente
devera estar descalgo e sem meias desprovido de vestimentas que possam
restringir a mobilidade. A instrugdo dada pelo examinador € simples e objetiva:
"Procure sentar e levantar, sem perder o equilibrio e utilizando o menor numero
de apoios que vocé consiga”. Na execugao do procedimento o paciente fica em
pé, de costas para um colchonete colocado no solo imediatamente atras dele,
assim é solicitado para o individuo sentar-se levemente, sem apoios das maos,
sendo que o examinador oferece seguranga em caso de desequilibrio.
Completada a execugdo do movimento de sentar é atribuida uma nota, apods é
solicitado ao individuo a se levantar e novamente o avaliador confere outra
nota. Essas notas variam de 0 a 5, considerando a perda de pontos a
necessidade de apoio com uma ou as duas maos no chao, joelhos e assim
pode diante (46-48). De acordo com o perfil da amostra, limitagao funcional das
pacientes opta-se por um teste funcional de MMIl em uma condi¢gdo que os
pacientes consigam executa-los evitando assim uma subestimagdo da
avaliacdo funcional da amostra, assim o TSL na cadeira (TSLC) foi descrito
para uso em pacientes com FM. Este teste consiste em sentar e levantar da
cadeira com encosto e altura aproximada de 43cm, com os bracos cruzados
sobre o peito por 30 segundos. A familiarizagdo é realizada e o numero de
repeticdes é registrado. A classificagdo é registrada e classificada em baixa
performance (menor que 9 repetigdes), performance normal (10 a 12
repeticdes) e alta performance (maior que 13 repeticdes) (49, 50).

2.1.6 Critérios diagnoésticos da Fibromialgia

Os critérios diagnosticos estabelecidos pelo Colégio Americano de
Reumatologia de 1990 sao: dor crOnica generalizada (superior a trés meses),
alodinia mecanica em, pelo menos 11 dos 18 pontos dolorosos descritos,
sendo classificados como “tender points”, uma vez que a maioria destes esta
localizada nas inser¢gées dos tenddes (7). Em 2010 este mesmo colégio
americano definiu novos critérios levando em consideracdo do indice de dor
generalizada em pelo menos 19 pontos anatdbmicos os quais envolvem os

ombros, tergo superior do braco, terco inferior do brago, quadril, tergo superior



da perna, terco inferior da perna, mandibulas, térax, abdome, pescogo e regido
das costas em suas por¢des superior e inferior; sintomas de gravidade (fadiga,
sintomas cognitivos, marcha sem vigor) as quais s&o estratificadas em 0,1,2 e
3. Scores maiores ou iguais a 5 na escala de gravidade e indice de dor
generalizada maior que 7 sé&o critérios elegiveis para FM (51). A sociedade
brasileira de reumatologia em conjunto com algumas universidades brasileiras
propuseram, em 2016, novas diretrizes para o diagnéstico da FM reforgando os
pontos anatémicos da diretriz de 2010, presenga da dor difusa, disturbios do
sono e alteragdes de cognicao e fadiga deveram ser incluidos no diagnostico
(45). Os pontos dolorosos mais frequentemente relatados na FM sédo a
cervicalgia (52, 53) e a lombalgia (54, 55). Entretanto, a confiabilidade destes
pontos, ainda traz uma grande controvérsia, principalmente na FM, vistos que
os pontos dolorosos podem n&o ser os mesmos, o tipo de palpagéo ou grau de
tensado também pode diferir entre os examinadores ndo havendo, portanto, uma

padronizacao neste tipo de teste.

2.1.7 Instrumentos especificos de mensuragao da dor na Fibromialgia

Considerando a subjetividade dos sintomas clinicos observados,
questionarios foram adotados como instrumentos para uma avaliagdo mais
ampla e objetiva dos pacientes, assim como para dimensionar o impacto da
patologia nas suas atividades de vida diaria (56). Neste contexto, pode-se
destacar o Questionario de Impacto de Fibromialgia (FIQ), o Questionario de
Qualidade de Vida SF-36 (57, 58) , Questionario de Dor de McGill (59), Escalas
de Depresséo e Ansiedade de Beck (56, 60-63). Estes questionarios podem ser
utilizados em pacientes com fibromialgia tanto para estimar quanto dimensionar

as intervencoes terapéuticas na melhora da doenca.

O FIQ é protocolo criado na década de 80 (64), sendo revalidado
diversas vezes, chegando a sua versdo final em 2002 (65). E um método
validado, inclusive com versao em portugués para o Brasil (66), tanto para fins
de pesquisa quanto para acompanhamento de doengas. E composto por 19
questdes as quais mensuram capacidade funcional, status de trabalho,
alteracdes psicologicas, sintomas fisicos e dolorosos. Quanto maior o impacto
da doenca, maior sera o escore encontrado. O FIQ é composto por 10 itens. O
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funcionamento fisico, sendo que cada questao, é avaliada em uma escala tipo

primeiro item contém 10 questbes (de "a” até “j") relacionadas com o
Likert de quatro pontos. Nos itens 2 e 3, pede-se para o paciente marcar o
numero de dias que se sentia bem e o numero de dias que era incapaz de
exercer o seu trabalho (incluindo o doméstico) por causas de sintomas
relacionados a FM. Os itens 4 a 10, s&o linhas horizontais de 10 cm de
comprimento — Escala visual analégica (EVA), em que o paciente mensura a
dificuldade de trabalho, dor, fadiga, cansago matinal, rigidez, ansiedade e
depressdo (66). O FIQ é caracterizado por ser um instrumento simples,
autoaplicavel e autoexplicativo que leva aproximadamente 5 minutos para ser

concluido.

Com o intuiuto de facilitar as analises de decisbes em saude foi
desenvolvida a construcdo da medida anos de vida ajustado por qualidade
(QALYSs) (67), sendo esto o precursor do instrumento genérico de qualidade de
vida Medical Outcome Studt 36- Item Short-Form Health Survey (SF-36) (68), e
este atualmente, € um questionario amplamente avaliado, aplicado em mais de

200 doencas e traduzido em 40 paises (69).

O inventario de depressado de Beck (BDI) foi inicialmente descrito por
Beck e colaboradores em 1961 (70). Trata-se de uma escala de autorelato,
para o levantamento da intensidade dos sintomas depressivos. E composta por
21 itens e estimativas de fidedignidade estabelecidas a partir de seis amostras
psiquiatricas que variam entre 0,79 e 0,90. E um instrumento desenvolvido para
individuos psiquiatricos, porém muitas vezes utilizados para pacientes com dor
cronica, inclusive com validagdes no portugués do Brasil devido a transgresséo
cultural (61-63).

O inventario de ansiedade de Beck (BAIl) foi desenvolvida para avaliar o
rigor dos sintomas de ansiedade em pacientes deprimidos. Selecionaram-se 21
itens que refletissem somaticamente, afetivamente e cognitivamente os
sintomas caracteristicos de ansiedade mas ndo de depressdo. Esta lista de
verificagcdo de ansiedade mostrou uma boa consisténcia interna (a = 0,92) e
boa confiabilidade teste — reteste com intervalo de uma semana r (58) = 0,75
(71). A escala consiste de 21 itens descrevendo sintomas comuns em quadros
de ansiedade. Ao respondente foi perguntado o quanto ele ou ela foram
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incomodados por cada sintoma, durante a semana que passou, dentro de uma
escala de 4 pontos, variando de 0 (ndo a todas) a 3 (severamente). Os itens

somados resultam em escore total que pode variar de 0 a 63.

2.1.8 Avaliagao comportamental da dor na Fibromialgia

A FM é considerada por muitos profissionais de saude como uma
sindrome de somatizag&o, por possuir sintomatologia semelhante a depresséo
maior e sindrome da fadiga crénica. Ha relatos de altos indices de depresséo
(49% a 80%) encontrados em pacientes portadores de fibromialgia (7). Além
disso, destaca-se que a presenga da depressao nestes pacientes agrava a dor
e piora a incapacidade destes pacientes (72), estando a combinagdo destes
fatores diretamente relacionados com o prejuizo na qualidade de vida (57).

Diversos mecanismos podem justificar como a depresséo agrava a FM.
Destaca-se 0 aumento da sensacao de dor e menor adesao ao tratamento
farmacolégico (72). Desta forma, ressalta-se a importancia de estudar as
variaveis psiocossomaticas na caracterizagao clinica da doenga (59) e como
estratégias para avaliar a melhora pos-intervengéo.

A FM originalmente descrita como uma condigdo natural do
envecelhimento e sugundo a Organizagdo mundial de saude (OMS) em sua
revisdo da Classificagdo Internacional de Doencgas (CID-11), esta entidade é
considerada como uma doenca do sistema musculo-esquelético e tecido
conjuntivo, ndo sendo caracterizada como dor de origem neurogénica (73).

Porém é conhecido que o mecanismo da disfuncdo da modulagdo da
dor sugerindo que a presenga da alodinia e e dor espontanea é originada pela
diminuicdo dos controles inibitérios da dor, indicando assim, um controle do
SNC. Para tanto, € imperativo incluir a participacdo de neurotransmissores
como serotonina, dopamina, noradrenalina, na qual diversas doencas
neuropsicoldgicas apresentam disfungcédo desta regulagao via mediadores pré e
pos sinapticos (27). Sabe-se que a prevaléncia de FM com depressédo pode
variar de 40-80% dependendo do instrumento de avaliagdo (74). O Inventario
de depressao de Beck se mostra como uma ferramenta util e validada ao qual
pode-se determinar variaveis quantitativas na determinagcdo do score em

depressao, inclusive com validagao para o portugués (61, 63).
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Estudos indicam aumento de frequencia de pacientes com FM que
apresentam alextimia, impactando diretamente socializagdo, isolacionismo e
com isso na qualidade de vida, além de interferir nas questdes profissionais e
financeiras (29). A associagao de transtornos depressivos e FM s&o explicados
por mecanismos psicolégicos os quais podem ser os chamados gatilhos
epigenéticos, sintomas potencializadores como fadiga, insénia (21) e as

alteracdes bioldgicas como os polimorfismos genéticos (75).

2.1.9 Tratamento da Dor Cronica e Fibromialgia

O tratamento da DC, bem como da FM, envolve a participagdo de
varios profissionais de saude, sendo considerada como abordagem
multidisciplinar, pois necessitam da combinacdo de técnicas fisicas,
anestésicas, farmacolégicas e psicogénicas. Alguns dos tratamentos mais
frequentemente  utilizados como fisioterapias como  alongamentos,
massoterapia, aplicacdo de calor e frio sdo preconizadas porem ainda
nenhuma foi totalmente validadapor estudos bem controlados. A injecdo de
lidocaina ou aplicagdo de agulhas secas em pontos de gatilho, podem propiciar
alivio da dor em areas de espasmos musculares, contudo, a eficacia de
injecdes em pontos gatilhos, diminuem pontualmente em curtos periodos de
tempo ndo sendo totalmente resolutivas a longo prazo. O tratamento
farmacolégico consiste em uso de medicamentos anti-inflamatorios,
antidepressivos, relaxantes musculares em uso isolados ou combinados
(Tabela 1).

2.1.9.1 Antidepressivos triciclicos

Os antidepressivos triciclicos (ADT) tem sido utilizados no tratamento de
DC, e muitas evidéncias sinalizam favoravelmente na utilidade terapéutica na
FM, sendo recomendado, a sua utilizagdo, em varios guidelines de praticas
clinicas (76-78). A amitriptilina apresentou reducédo do FIQ em cerca de 30%
(79) e esta relacionado a melhora da dor, fadiga, qualidade do sono e
qualidade de vida (80).
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2.1.9.2 Inibidores da recaptagao de serotonina-noradrenalina

Varios protocolos clinicos evidenciam o beneficio do uso da duloxetina,
e seu uso, tem apresentado melhora na dor relacionada a FM, bem como os
sintomas depressivos. Ja o milnacipran, mostras-se eficaz na reducdo dos
niveis de dor e fadiga (80). Uma metanalise que revisou cinco diferentes
estudos a respeito do uso da duloxetina e cinco da milnacipran, mostraram que
essas medicacdes tem efeitos positivos na dor e melhora clinica paciente
percebida (81). O inibidores seletivos da recaptagdo da noradrenalina, como a
reboxetina ou a esreboxetina, apresentam como possibilidade de tratamento da
FM, porém baseadas em sua maioria a relatos de casos (82). O uso da
esreboxetina mostrou redugdo da dor, fadiga e melhora da qualidade de vida

em estudo duplocego-randomizado placebo controlado (83).

2.1.9.3 Inibidores seletivos da recaptacao de serotonina

Os inibidores seletivos da recaptacdo da serotonina (ISRS) como o
citalopram, escitalopram, fluoxetina, paroxetina e sertralina tem sido
relacionados a redugcdo do componente algico além de agirem diretamente no
tratamento da ansiedade, frequentemente relacionados a DC e FM. Acredita-se
que a inibicdo da recaptacdo combinada serotonina-noradrenalina seja mais
eficaz no controle da dor, porém devido ao baixo custo o emprego dos
inibidores seletivos se mostram bem utilizados na pratica clinica (76). De
acordo com os resultados da metanalise realizada por Hauser et al em 2012,
os ISRS melhoram os niveis de dor, depressdo e qualidade de vida, porém
com curta extensdo temporaln e pouca ou nenhuma ag¢ado na melhora da

qualidade do sono (84).

2.1.9.4 Ciclobenzaprina

A ciclobenzaprina € um bloqueador do receptor 5-HT2, e age nas

subfamilias dos receptores de serotonina causando relaxamento muscular.
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Uma revisao sistematica da literatura evidenciou mkoderados beneficios nos
disturbios do sono e pouco resultado na melhora da dor (85). Um estudo de
Moldofsky et al demontraram que doses muito baixas de ciclobenzaprina, na
hora de dormir, melhoram significativamente a dor e sono de pacientes com

tipo especifico de insonia relacionada a mialgia noturna (86).

2.1.9.5 Mirtazapina

Mirtazapina € um antidepressivo atipico com atividade noradrenérgica e
serotonérgica especifica. Ainda ndo esta aprovada pelo FDA. Uma metanalise
realizada por Welsch et al. ndo encontrou efetividade para dor em pacientes
com FM porem positivos para sintomas psiquatricos e sintomas funcionais

relacionados a depressao, disturbios do sono e fadiga (87).

2.1.9.6 Gabapentinodides

Os dois principais membros desta familia de medicamentos, a
gabapentina e a pregabalina, atuam na ligagdo na subunidade alfa-2-delta dos
canais de calcio voltagem dependentes no SNC. Originalmente eram usados
como anticolvulsivantes, atualmente s&o utilizados na DC. A pregabalina tem a
aprovagao do FDA americano para tratamento de FM e é recomendado por
muitos guidelines (76, 78). Uma série de estudos clinicos placebo-controlados
mostraram que a pregabalina melhora os niveis de dor e disturbios do sono,
entretanto, comparados com o placebo, ndo mostraram melhora significativa
em relacdo a fadiga e sintomas depressivos (88, 89). Uma metanalise de
estudos controlados randomizados, relacionaram a gabapentina e pregabalina
na melhora da dor, fadiga, disturbios do sono e na qualidade de vida, mais
branda na depresséo e sem acéo significativa na ansiedade (90). A lacosamida
€ outro anticonvulsivante quentem sido relacionado a modalidades terapeuticas
para dor neurogénica. Em modelos animais, se mostra mais efetivo na reducéo
da hiperalgesia muscular do que a gabapentina e pregabalina (91). Também se
mostrou efetivo em estudo duplo cego randomizado (92). A mirogabalina (DS-
5565), novo medicamento gabapentindide, se mostrou apresentar, em modelos

animais, qualidades analgesicas importantes em neuropatias centrais e
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periféricas (93). No Japéo, ja foi aprovado seu uso em neuropatia periférica e
nos EUA e Europa estudo fase 3 compararam com placebo e pregabalina sem

evidencia de uma melhora significativa (94).

2.1.9.7 Opidides

E conhecido que na FM, a ativagdo enddgena antinociceptiva
descendente € reduzida. Nos humanos, existem duas viasdescendentes
inibitérias: a via mediana pela adrenalina/serotonina e a opidide mediada. Em
estudo realizado por Baraniuk et al sugere um excesso de opdide endégeno no
liquido cerebro espinal em pacientes com FM (95). Seguindo este raciocinio
Harris et al usando imagens de Tomografia com emissdo de positrons (PET)
mostraram a reducdo da ativagdo dos receptores opioides-u em certas areas
do cerebro, possivelmente por uma disfungéo destes receptores (96). Seguindo
esta idéia, a naltrexona, antagonista competitivo do receptor de opiodides foi
apresentado como novo alvo no tratamento de DC. Os efeitos benéficos da
naltrexona na FM foram mostrados por Youner e Mackey em estudo piloto em
2009 (97) e posteriormente randomizado controlado em 2013 (98) se
mostrando superior ao placebo, reduzindo a dor e sintomas associados a
depressao. Nao existe evidencia dos estudos clinicos que os opidides sao
efeitovos no tratamento da FM. O guideline da EULAR (European League
Against Rheumatism) ndo recomenda o uso de analgésicos opidides. Somente
o tramadol, opidide fraco com moderada acdo na ativagao dos inibidores da
recaptacdo de serotonina-noradrenalina, administrado com paracetamol €
atuamente suportado pelas recomendagdes da EULAR na reducédo da dor em
cerca de 30% (99) .

2.1.9.8 Agonistas do receptor de Dopamina

Existem evidencias que na fisiopatologia da FM, as vias noradrenérgicas
tem relativo papel na modulagao da dor (100). Apesar das evidencias modestas
em relagédo ao controle de dor em pacientes com FM, observou-se beneficios
do uso de tergulide em casos de pacientes com FM associados a estenose de
canal vertebral (101). Todavia na recomendacéo da EULAR, o uso desta classe
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medicamentosa n&o é recomendado (76).

2.1.9.9 Canabindides

O uso dos canabinodides apresentam-se funcionais na reducéo da dor as
custas da acao dos seus receptores CB1 e CB2 presentes no SNC e periférico,
e de seus compontentes ativos: tetrahidrocanabinol (THC) e canabidiol (CBD).
Os principais canabindides estudados sao: dronabinol e o nabilone. Trés
estudos controlados randomizados encontraram resultados diferentes. Fiz et al
encontraram melhora significativa na dor apos apenas duas horas apds o uso
da medicacao (102). Skrabek et al reportaram a reduc¢édo da dor e da ansiedade
com o uso de nabilone em comparagado ao grupo placebo (103). Ware et al
encontraram efeitos positivos na insonia no grupo nabilone em comparagao ao

grupo da amitriptilina (104).

2.1.9.10 Agonistas NMDA

O glutamato € o neurotransmissor excitatorio mais abundante no SNC. A
sensibilizagcdo central da dor esta associada a hipersensibilidade do sistema
glutaminérgico, visto em pacientes com DC. Os receptores de N-metil-D-
aspartato (NMDA) fazem parte de alguns dos subgrupos dos receptores do
glutamato. Para o tratamento da dor, os antagonistas dos receptores NMDA
agem na sensibilizagdo central. Um antagonista do receptor NMDA bem
conhecido é a quetamina, e esta esta relacionada a redugdo da dor em
pacientes com FM (105). A memantina, outro exemplo de antagonista de
NMDA, através de uma metanalise, o seu uso foi relacionado a redugao da dor
em pacientes com FM quando associadas a pregabalina, porém com altos

indices de efeitos colaterais tendo o principal deles, a tontura (106).



Tabela 1. Principais medicamentos utilizados no tratamento da dor crénica e

Fibromialgia
Medicamento Mecanismo de a¢io Efeitos nos sintomas Nivel de Evidéncia
Amitriptilina Antidepressivo Melhora da dor, Estudos controlados
triciclico fadiga e disturbios do randomizados,
sono recomendagdo por
guidelines
Duloxetina Inibidor da recaptagéo Melhora da dor, Estudos controlados
de sertotonina- depresséo e da randomizados
noradrenalina ansiedade
Milnacipran Inibidor da recaptagéo Melhora da dor e Estudos controlados
de sertotonina- sintomas de fadiga randomizados
noradrenalina cronica
Esreboxetina Inibidor ~seletlvo da Melhora da dor e Estudos contrf)lados
receptagdo de fadiga randomizados
noradrenalina
Citalopram, escitalopram, fluoxetine, Inibidor seletivo da Estudos controlados
. < Melhora da dor, .
paroxetina receptagdo de ~ . randomizados, meta-
; depressdo e ansiedade -
serotonina analise e
recomendagdes por
guidelines
Ciclobenzaprina Bloqueador do Melhora moderada do Estudos controlados
receptor STH2 sono ¢ dor. randomizados
Pregabalina, gabapentina Gabapentindide Melhora da dor, Estudos controlados
fadiga e disturbios do randomizados,
sono recomendagdo por
guidelines
Lacosamida Gabapentinoide Efetiva em modelos Estudos controlados
animais. sem randomizados
evidéncia clara para a
FM
Naltrexona Antagonista do Melhora na dor Estudos controlados
receptor de opidide, aguda/ cronica e randomizados
antagonista TLR-4 efeitos positivos na
depressdo
Tramadol Opidide com atividade Melhora na dor Recomendagdo por
na inibigdo da aguda/ crénica de Guidelines
receptacdo seletiva de forte intensidade e
noradrenalina curta duragio
Nabilone Canabinoide Estudos controlados
Melhora na dor e forte randomizados, meta-
evidencia no controle analise
da ansiedade
Quetamina Antagonista NMDA Melhora no controle Estud(;:1 gggg&l:igz
da dor referida,
utilizada como
medidas anestéticas
Memantina Antagonista NMDA Estudos controlados

Melhora no controle
da dor aguda e
cronica, evidencias
conflitantes

randomizados, meta-
analise

17
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2.1.10 Tratamentos alternativos da Dor Crénica e Fibromialgia

O manejo multidimensional ou multiprofissional € impertaivo no
tratamento de pacientes com DC e FM, e neste associam-se intervengdes
fisicas, cognitivas, musicoterapia, terapias térmicas, fototerapia e uso de

plantas ou medicamentos naturais.

2.1.10.1 Acupultura

A Acupultura mostra niveis de evidéncia baixos ou moderados no
controle de dor global em pacientes com FM, porem no controle da fadiga e dor
em pontos gatilhos mostra-se eficaz em estudos controlados com a teoria de
alterarem niveis séricos de serotonina (107). A eletro-acupultura se mostrou
mais efetiva que acuplutura manual por melhorar a qualidade do sono, fadiga e
rigidez, porem ambas as técnicas ndo se mostram eficazes em um follow-up de

6 meses, apesar de se mostrar bem segura e com poucos riscos (108).

2.1.10.2 Estimulacgao elétrica

Devido a associagcdo de ansiedade e depressao na FM, a estimulagao
elétrica ou magnética, aplicadas no escalpe, tem sido associadas a redugado da
dor. O uso de estimulacédo direta transcraniana anodal sobre o coértex motor
primario se mostra mais eficaz que o estimulo sham para o controle da dor,
contudo para resultados relacionados a melhora das fungbes cognitivas como
memoria, o estimulo anodal se mostra mais efetivo (109). Alteragcdes da
microcirculagdo pode ser um dos fatores relacionados a dor na FM, neste
sentido, a estimulagdo eletromagnética de baixa energia pulsada esta
envolvida no aumento desta microcirculacdo, entretanto com moderada eficacia

na dor e rigidez em pacientes com FM (110).
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2.1.10.3 Estimulagao sensorial e ritimica vibroacustica

Estudos clinicos tem evidenciado que a aplicagdo da estimulagao
vibroacustica na FM, podem ofertar resultados benéficos. Em estudo clinico,
relacionado com grupo de pacientes com FM submetidos a escutar sequencias
de composi¢cdes de Bach associado a estimulos vibratérios, apresentaram
melhores resultados nas dores localizadas em comparag¢ao ao grupo vibragéo
e acupultura (111). Estes efeitos positivos ocorrem devido a disritmia
talamocortical associada a FM quando comparada ao grupo placebo sendo que
a estimulagdo sonora de baixa frequéncia pode agir nesta fungao regulatéria.
Pacientes com FM submetidos a 23 minutos desta estimulagdo em uma baixa
frequencia de até 40Hz, utilizando transdutores na posigdo supina, mostraram
resultados interessantes na dor noturna (112). Quando utilizado a estimulagéo
vibroacustica ritmica com frequencias gama, sintomas comuns a FM como

depressao, qualidade do sono e dor apresentaram-se menores (113).

2.1.10.4 Terapias térmicas

A terapia térmica tem sido utilizada no tratamento da FM e DC, sendo
que os dois principais tipos usados sdo 0 aquecimento corpdreo e a crioterapia.
Pelo fato da FM ter uma forte ligagdo com fatores reumatoldgicos inflamatorios,
a aplicagao de calor em terapia de spa (balneoterapia), aparece como escolha
natural no tratamento da FM (114). Um estudo prostectivo randomizado de dez
dias de tratamento em spa com 48 pacientes com FM e uso de banho de lama
aquecido, evidenciou melhora da qualidade de vida, pois com esta terapia,
previne a atrofia muscular, agdo anti-inflamatéria e melhora nas condi¢des
nutricionais da pele (115). Entretanto, sobre estes resultados positivos, ocorrem
limitagbes metodoldgicas em relalagdes as selecdo do grupo placebo. Por sua
vez, a crioterapia, ja muito utilizada na medicina esportiva para alivio de dor,
utiliza da baixa temperatura para reduzir edema, acdo nas citocinas
inflamatorias,  beta-endorfinas, adrenocorticotrofina (ACTH), leucdcitos,
catecolaminas, cortisol, além da imunoestimulacdo da noradrenalina, que induz
ao aumento dos niveis plasmaticos de antioxidantes os quais agem na redugéo

da dor e alteragdes da condugao nervosa. Estes fatores induzem a melhora na
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qualidade de vida nos pacientes com FM que fazem a crioterapia como forma
de tratamento adjvante (116).

2.1.10.5 Tratamento hiperbarico

Terapia com oxigénio hiperbarico (TOHB) mostrou beneficios no na
prevencao e tratamento de dor, incluindo a migranea, cefaléia em salvas (117)
e FM (118). A TOHB induz a neuroplasticidade, que leva ao reparo de
alteracbes cerebrais cronicas como visto em pacientes pods traumatismo
cranioencefaico e poOs acidente vascular cerebral (119). Houve diferenca
significativa na redu¢do da dor em pacientes com FM, na redug¢do da dor nos
tender points e VAS, entre pacientes submetidos a 15 sessdes de TOHB e o
grupo controle, indicando assim, um efeito benéfico no manejo desta condigéo
(120).

2.1.10.6 Fototerapia e terapia a laser

O uso de luzes com diferentes comprimentos de ondas tem sido
utilizados como alternativas no tratamento da FM. E conhecido que baixos
niveis de terapia com laser pode reduzir a percepg¢ao da dor por mecanismos
regulatérios dos disturbios miofasciais relacionados em diversas condi¢cdes,
incluindo a FM (121). A combinacao de terapia a laser com a administracéo de
amitriptilina, mostru-se eficaz na reducdo da dor e qualidade de vida em
pacientes com FM (79), porém o uso de a terapia a laser com galium-arseneto,
pode ser usada como monoterapia ou tratamento suplemantar, melhorando a

dor e também a amplitude de movimento (122).

2.1.10.7 Prébiodticos

Novas terapéuticas sdo desenvolvidas para combater os disturbios do
SNC, podendo ter relagdo com alteragdes do eixo: microbiéta intestino-cérebro,
pois a homeostase intestinal afeta diretamente o funcionamento cerebral (123).
A intensidade da dor em pacientes com FM tem sido associado ao crescimento
de bactérias intestinais, as quais aumentam a permeabilidade intestinal (124).
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Assim, pacientes com FM, apresentaram melhores perfomances quando
tratados com proébidticos, pricipalmente em relagdo a cogni¢do, qualidade de

vida, FIQ e sintomas psicogénicos como ansiedade e depresséao (125).

2.1.10.8 Uso de extratos de plantas e produtos naturais

Cerca de 40% dos medicamentos usados para o tratamento da FM séao
originados de produtos naturais, entretanto, poucos estudos podem provar a
sua real eficacia (126). Muitos extratos de plantas apresentam propriedades
antinociceptivas sendo potenciais a tratar DC e FM. A papaver somnferum é a
planta mais antiga utilizada para o tratamento da dor, pois seus componentes
agem em receptores opidides no cérebro (127). Outra planta importante é a
cannabis sativa, a qual apresenta o THC com propriedades analgésicas para o
tratamento da dor na FM. O uso medicinal da cannabis natural se mostra
efeitiva nos sintomas relacionados a dor na FM apds 2 horas do seu uso,
aumentando o relaxamento muscular, porém apresenta 30% de efeitos
adversos e 8% de dependéncia (128). Os terpendides a administracdo de
trans-B-caryophyllene (BCP 26), composto essencial de muitas plantas como
Copaifera langsdforffi, Cananga odorata, Humulus lupulus, Piper nigrum e
Syzygium aromaticum, os quais aumentam a porcentagem de BCP 26
dimiuindo a intensidade de dor cronica (129). Pode-se entender que estes
medicamentos apresentam resultados similares aos medicamentos alopaticos,
isto péde ser comprovado, por um estudo clinico duplo cego em grupo
paralelos, com uso de 15mg de algafrdo (Crocus sativus) e outro grupo com
30mg de duloxetina, sendo que nao houve diferencga na eficacia no controle da
dor e sintomas psicogénicos como ansiedade e depressao (130).

2.1.10.9 Exercicios fisicos e fisioterapia

Exercicios fisicos apresentam papel importante no tratamento da FM,
sendo favoraveis a redugdo do cansacgo, fadiga e dor (131). Entretanto, é
importante saber que os efeitos variam de acordo com exercicios especifico.
Dois ou mais tipos de execicios podem ser empregados. Fortalecimento de

musculos chaves com alongamentos podem ser considerados seguros para
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pacientes com FM, além disso, exercicios de flexibilidade e aerdbicos de
reabilitacdo diminuem os efeitos inflamatorios relacionados a FM (132). Em
mulheres com FM a atividade fisica diaria esta relacionada a menor intensidade
de dor musculoesquelética, fatores depressivos e menor indices de IMC (133).
Neste sentido, esportes aquaticos como a natacado, sao benéficos pois além de
promoverem a ativagdo do metabolismo, aumentam a recaptagdo de oxigénio,
optimizando assim, a sua liberagdo celular (134). A danga pode ser
considerada um tipo de exercicio fisico aerébico, sendo recomendado como
tratamento alternativo na FM. Estudos mostram que a danca do ventre, em
pacientes com FM, melhora a capacidade funcional, dor, qualidade de vida,
melhorando a imagem corpdrea e autoestima (135). Mais recentemente, a
realizacdo de 3 meses de danga Zumba foi relacionada a melhora da dor e
funcionabilidade fisica em pacientes com FM (136).

A fisioterapia pode ser considerada uma das principais atividades relacionada
ao tratamento da FM. O uso da estimulacéo elétrica transcutédnea (TENS) é
muito utilizado na pratica clinica em pacientes com DC e FM . A TENS age
sobre mecanoreceptores periféricos, sendo que o estimulo é conduzido por
fiboras AB, os quais possuem diametros largos, atuando para inibir a
retrsnmissao dos est;imulos de dor na medula, estes ultimos conduzidos pelas
fiboras C e A delta. Sessdes de 20 a 40 minutos estido relacionadas a reducao
da dor (137). A massoterapia muscular, em 3 meses como terapia associada a
atividade fisica, influenciou positivamente na redugdo do indice de estresse,
concentragdes de cortisol, intensidade da dor e qualidade de vida em pacientes
com FM (138). A eficacia da medicina manipulativa osteopatica se mostra
segura e clinicamente efetiva em pacientes com FM quando utilizada
combinada ao uso de gabapentina (139). A associagao de Pilates e yoga como
intervencédo na FM, se mostrou efeitiva na redugao de fadiga, dor e melhora do
comportamento (140). Por fim, o tratamento com Tai chi mente-corpo foi tao
efetiva quanto exercicios fisicos e se mostraram com efeitos mais duradouros

sendo considerado opg¢ao terapéutica valida para este perfil de pacientes (141).
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2.2 Caracterizagcao Genética da Fibromialgia

2.2.1 Fibromialgia e a COMT

O entendimento das vias nociceptivas pode explicar a complexidade
da percepgado sensitiva aumentada e disseminada em pacientes com
depressao e ansiedade. O SNC, através de neurdnios responsaveis por
sinalizar as vias de catecolaminas neurotransmissoras como a dopamina,
noradrenalina podem regular a producado de opidides enddgenos, modulando
estruturas neuroenddcrinas resposaveis pela dor. Neste sentido, a variabilidade
genética do gene de COMT (Catecol-O-Metil-Transferase) também desenvolve
papel importante na modulagdo da dor, visto que infuencia na degradacéao de
catecolaminas (142), através da transferéncia do grupo metil da S-
adenosilmetionina para dopamina, noradrenalina e adrenalina na fenda
sinaptica no cértex cerebral, principalmente no metabolismo da dopamina no
cortex pré-frontal agindo na neurotransmissao adrenérgica e noradrenérgica
(143).  Outros polimorfismos genéticos também se relacionam com a
sensibilidade dolorosa como fator de crescimento neuronal B (NGFB), receptor
neurotropico tirosina quinase tipo 1 (NTRK1) (144), receptor estrogénico
(ESR1) (145) e GTP ciclohidrolase tipo 1 (GCH1) (146).

O gene que codifica a COMT é mapeado no cromossomo 22911
(147), podendo apresentar polimorfismos de nucleotideos unicos (SNP) que
estdo também implicados na dor crdnica, disturbios neuropsiquiatricos como
esquizofrenia, transtorno obscessivo compulsivo (TOC), migranea e doencga de
Parkinson (148, 149) . O SNP do gene COMT mais estudado & o Val158Met
(G/A) rs4680 (FIGURA 1) sendo que, individuos que carregam o alelo A
apresentam incidéncia maior de dor pds operatoria (150), osteoartrites,
depressdo e FM (151). Na FM, pacientes que com alta frequéncia do genotipo
L/L (Met158Met ou AA) apresentam ser mais sucetiveis a dor crbnica pois, este
gendtipo codifica a enzima incapaz de metabolizar adequadamente as
catecolaminas. Gursoy et al em 2003, comparando a atividade enzimatica da
COMT era baixa (genotipo LL) ou intermediaria (gendtipo LH) em pacientes
com FM em contraste com a atividade enzimatica aumentada do gendtipo HH

de individuos saudaveis (152). Em estudo prévio do nosso grupo, comparando
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o SNP no gene COMT em mulheres com fibromialgia comparados ao grupo
controle, encontramos a frequéncia do alelo A em 38% no grupo da FM
comparados a 13% do grupo controle e em relagdo ao gendtipo AA (Met/Met)
foi evidenciado este perfil em 17,2%, enquanto no grupo controle, nenhum

individuo apresentou este gendtipo.

fValMet

—4

E1 E2 E3E4ES E6

Figura 1: Representagdo esquematica do gene da COMT. Seis éxons sé&o
mostrados, sendo que o polimorfismo do E4 (rs4680 Val/Met) foi estudado na

presente tese. E: éxon. Fonte: o autor.
2.2.2 Fibromialgia e o Receptor de Serotonina (SHTR2A)

Existem outras alteragbes genéticas relacionadas a percepg¢ao da dor
que estdo ligados aos fatores psicoldgicos e ou psiquiatricos, especialmente na
cronificacédo e perpetuagao da dor. A serotonina (5HT) é sintetizada através do
aminoacido triptofano dietético pela hidroxilagdo e descarboxilacdo e
armazenadas nas vesiculas pré-sinapticas dos neurénios (153) (FIGURA 2).
Células serotoninérgicas sdo encontradas no sistema cardiovascular,
eritrécitos, SNC e periférico. No SNC, sao encontradas no tronco cerebral, no
nucleo da rafe e regides como cortex prefrontal, regides parietais e occiptais,
hipocampo, giro do cingulo, talamo, cerebelo e medula espinal (154). Estas
células, qundo estimuladas, obrigatoriamente s&o iniciadas através de seus
receptores. Os receptores SHT (5HTR) s&o divididos em 7 subfamilias (5HTR
1-7) (153). A presenca de polimorfismos em regides promotoras do gene
5HTR transportador de serotonina esta relacionado a comportamento
neurotico, altos indices de ansiedade e emogdes negativas, levando ao

fendbmeno catastrofizante (155). Além disso, a serotonina esta envolvida na
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modulagcdo da depressdo. Pacientes com certas combinagbes de alelos do
5HTR (5HTR1A e 5HTR2A), apresentam niveis maiores de depressao e dor
(156). O receptor SHTR2A é localizado no coértex, nucleo caudado e em todo o
intestino e tem sido relacionado na etiologia de varios disturbios
neurpsiquiatricos e na percepgao da dor (157). Seu gene esta mapeado no
cromossomo 13q14-21, e seu SNP é definido pela troca de G por A na posi¢cao
-1438 em regido promotora (158). Nao existem muitas evidencias sobre a
relagdo do polimorfismo -1438G/A na regido promotora do receptor SHTR2A na
suceptibilidade da dor crénica e FM (159).
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Figura 2 — Mecanismo de impulso elétrico no nervo terminal na liberagao de
5HT na fenda pré-sinaptica e sua degradagao pela MAO e COMT.
MAO: monoaminooxidase; COMT: catechol-O-metiltransferase.
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2.2.3 Fibromialgia e o Receptor da Vitamina D (CDX2)

Embora os resultados clinicos disponiveis sobre a interface entre dor
crbnica e hipovitaminose D permanegcam limitados, uma escassez relativa de
evidéncias experimentais e fisiopatologicas demonstram que a vitamina D afeta

a manifestacdo da dor, desempenhando um papel na etiologia e manutencgéo
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de estados de dor cronica e comorbidade associada. As vias da dor associadas
a cortical, alteragdes imunoldgicas, hormonais e neuronais na dor crénica,
também s&o potencialmente influenciadas pelo nivel de vitamina D (160).

Recentemente a localizagdo do receptor de vitamina D (VDR) foi
ampliada e foi descoberto que o0 mesmo esta presente em varias regides do
cérebro onde ha um efeito na proliferacdo e diferenciagdo celular,
neurotransmissao e varios papeéis na neuroplasticidade, tendo também efeitos
neurotréficos e neuroprotetores (161), secretando serotonina e dopamina,
resultando na amplificacdo central dos sinais de dor periférica (162). Os
polimorfismos do gene VDR tem sido relacionado as varias formas de
neoplasias e doencgas cronicas.

O gene VDR, localizado no cromossomo 12 em 12g-14, consiste na
regido promotora ndo codificadora 5’, a extremidade 3’ do gene que inclui os
exons 1 A, 1B e 1C; os exons 2 e 3 o quais codificam o dominio de ligagao ao
DNA. Existem 6 possiveis polimorfismos nesta localizagdo tais como Bsml,
Apal, Taql, GATA, Fokl e Cdx2 (163). (Figura 3). Um unico estudo realizado
por Marasli et al em 2016, correlacionou o polimorfismo Fokl do gene VDR na
FM e nao encontrou diferencas significativas na distribuicdo de frequéncias dos
genotipos FF, Ff e ff (p= 0.056) e alelos F e f (p=0.932) do polimorfismo Fokl no
gene VDR (164). Ressalta-se que até o momento n&o ha relatos na literatura
do polimorfismo CDX2 no gene VDR, no caso especifico, presente na regido
promotora tendo influéncia na modulagdo da expressdo do gene VDR.
Considerando a falta de evidéncias claras entre a interagdo dos polimorfismos
no gene VDR e o desenvolvimento de fibromialgia, um dos objetivos desta tese
se faz analisar a existéncia de uma possivel correlagdo entre variaveis

relacionadas.
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Figura 3 — Estrutura gen6mica do gene VDR no cromossomo 12q14. As caixas
pretas indicam 14 exons do gene VDR. A localizagdo aproximada de 6
possiveis polimorfismos deste gene indicados nas flechas. Destaque em
vermelho para o polimorfismo Cdx-2 G/A, um dos objetivos da tese.

3' UTR: three prime untranslated region (Adaptado de Jongh'®).
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4 OBJETIVOS

4.1 GERAL

Determinar a confiabilidade dos limiares de pressdo de dor nas
regides cervical e lombar em individuos com e sem dor crbnica, assim como
averiguar a relagédo entre as variantes genéticas do genes Catechol-O-Amino-
Metil transferase, do receptor SHTR2A da serotonina e do polimorfismo CDX2
do receptor da vitamina D com nivel de dor, capacidade fisica funcional e
alteragdes psicogénicas em mulheres com FM.

4.2 ESPECIFICOS

Os objetivos da presente tese de doutorado estiveram fracionados entre
as producdes cientificas e foram elencados, nas respectivas ordens:

e Determinar a confiabilidade dos limiares de pressao de dor nas
regides cervical e lombar em individuos com e sem dor cronica;

e Estimar as frequéncias genotipicas e alélicas das variantes
genéticas da COMT, 5HTR2A e da CDX2 do VDR e a relagdo com

fatores clinico, funcionais e psicogénicos em mulheres com FM;

e Verificar se a combinagao alélica entre variantes genéticas da
COMT, 5HTR2A da serotonina e CDX2 da vitamina D se relaciona
com o perfil funcional, dor e alteragbes psiocogénicas em mulheres
com FM.
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What does this study add? It suggests that pain pressure threshold are accurate
measures to assess pain in an indirect way at different spine regions. Additionally, a
small minimum detectable change was observed, indicating a minor variation due to
error of the measurements. Therefore, this parameter may be used for clinical purposes,
particularly at follow-up studies to evaluate possible improvements related to

intervention.

ABSTRACT

Background: Pain Pressure Threshold (PPT) is decreased in several musculoskeletal
disorders, giving indirect evidence regarding pain status. Despite PPT has been already
proven to be reliable in patients with acute conditions, the great variability of methods
and results observed within studies, there is few evidences confirming its reliability in
chronic conditions. Aim: The objective of this study was to determine the test-retest
reliability of pain pressure threshold in the neck and low back regions to discriminate
individuals with neck or low back pain from healthy individuals. Additionally, one
secondary aim was to establish the minimum detectable change (MDC) and the standard
error of measurement for future clinical studies and interventions. Methods: At this
reliability study, 74 individuals (15 individuals from the neck pain and 17 from the neck
control group; 21 individuals from low back pain and 21 from the low back control
group). PPT was measured in the neck region (suboccipital, trapezius and supraspinal
muscles) and in the lower back region (paraspinal muscles in the levels of L1, L3 and
L5). Intrarater reliability was assessed using Intraclass Correlation Coeficient and
Bland-Altman. Results: Excellent intra-rater reliability was observed for both (ICC of
0.874 for the neck pain versus ICC of 0.895 in neck control group; ICC of 0.932 for the
low back pain group versus ICC of 0.839 for the control group). A small bias was
observed for all groups ( -0.08 for the neck pain group versus 0.10 in the control group;
and 0.32 in low back pain group versus 0.44 in the control group). Minimum detectable
change of 0.63 kgf of neck pain and 1.21 kgf of low back pain was calculated. It was
found difference in PPT between pain and control groups (p <0.05). Conclusion. It may
be suggested that the protocol with Pain Pressure Threshold is reliable and able to

discriminate individuals with and without neck and low back pain with a minor
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measurement error. Therefore, this method may be used to detect possible progress

after interventions in patients with neck or low back pain.

Keywords: Neck Pain, Low Back pain, Pain Pressure Threshold, Test Reproducibility,
Pain Measurement.
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INTRODUCTION

Neck and low back pain are common musculoskeletal disorders (MSD),
affecting people from different ages leading to several medical visits and work
absenteeism [1,2].

Considering that pain is a multidimensional phenomenon with a subjectivity
component, differences in pain intensity in similar conditions may be reported [3].
These contrasting results may be explained through data from diverse sources such as
self-reported questionnaires or visual analogue scale.

The usual problem of these instruments is the lack of standardized evaluation
methods, which may rise difficulties to understand data and to prevent clinicians to
assess the real improvement of interventions [4,5]. Therefore, the inclusion of more
objective measures of pain may be helpful for both research and clinical practice.

Pain Pressure Threshold (PPT) may be defined as the threshold at which
gradually increasing pressure causes pain [6, 7]. Despite it is not a direct method to
assess pain, PPT is decreased in a variety of musculoskeletal pain conditions [8,9] and it
may be applied to different muscle regions [10], giving indirect evidence regarding pain
status. Thus, it may be extremely useful in determining the therapeutic effects and
follow-up of some MSD, especially neck and low back pain [11-14].

PPT has been already proven to be reliable in patients with acute conditions.
However, there is great variability between the evaluation methods and the results
observed as well as missing data confirming its reliability in chronic conditions [14].

Reliability is an important issue in classification, scaling and instrument
development as well as clinical studies [15]. Reliability may be defined as the ratio of
variability between subjects (e.g., patients) or objects (e.g., computed tomography

scans) to the total variability of all measurements in the sample, being the ability of a
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measurement to differentiate among subjects or objects. Therefore, the Intra-rater
agreement/reliability (also referred to as test— retest) may be understood as the same
rater, using the same scale, classification, instrument or procedure to assesses the same
subjects or object at different times [16]. Results of reliability studies provide
information about the amount of error inherent in any diagnosis, score, or measurement,
where the amount of measurement error determines the validity of the study results or
scores [16].

Hence, the aim of this study was to determine the reliability of pain pressure
threshold in the neck and low back regions to discriminate among individuals with neck
or low back pain from healthy individuals. Additionally, one secondary objective was to
establish the minimum detectable change (MDC) and the standard error of these

measures for future clinical studies and interventions.

METHODS

Study Design and Ethical Procedures

This cross-sectional study (intra-rater reliability) was based on the GRRAS
(Guidelines for Reliability and Reporting Agreement Studies) checklist [15].

This study was approved by the Institutional Ethics in Research Committee
(Protocol # 913643). All procedures performed were in accordance with the Declaration
of Helsinki and all participants agreed with the research objectives and signed an

informed written consent.

Sample Size Calculation

Walter and colleagues [17], provided a robust mathematical approach to

estimating the required number of participants for reliability studies. The hypothesis
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was that the test-retest reliability would be clinical relevance if at least 0.7 level of Intra
Class Coefficient was detected. Using this information along with 80% of statistical
power and 95% of confidence interval (p<0.05), it was calculated that the minimum
sample size for each group should be 12 individuals. Considering possible dropouts, a
minimum number of 14 individuals was recommended to test the null hypothesis of this

study.

Sample

74 subjects with low back or neck pain with their respective control groups were
enrolled in this study and selected from the community.

Neck pain was defined as the pain perceived as arising in a region bounded
superiorly by the superior nuchal line, laterally by the lateral margins of the neck, and
inferiorly by an imaginary transverse line through the T1 spinous process [18,19]. The
inclusion criteria for the neck pain group was: to present non-specific neck pain with
average to moderate intensity (VAS 4-7/10) in a period greater than three months [19],
between 18-40 years old and that agreed to take part in the study. The criteria for the
neck control group was: to not present neck pain, between 18-40 years old and that
agreed to take part in the study.

Regarding chronic lower back pain, it is defined as a pain of a non-mechanical
origin in the low back are with more than 3 months of symptoms [20]. The inclusion
criteria for the group with low back pain were: age between 18 to 40 years old,
volunteer agreement to join the study, to present low back pain of mechanical origin
with average to moderate intensity (VAS 4-7/10) for at least three months. For the low
back control group, the criteria were: matched age from the low back pain group,

absence of low back pain and that agreed to take part in the study.
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Participants who underwent previous back surgery were excluded, as well as the
ones that used chronically some type of medications with possible effect on pain
discrimination (analgesics, benzodiazepines, antidepressants, antiepileptic drugs and
anti-inflammatories) within 6 months before the assessment. All subjects reported no
pain or neurological disorder in the upper limbs, previous surgery, and historical of
injury 3 months prior to the assessments of this study. The subjects were asked not to
use stimulants, drugs, alcohol or participate in physical activity 8 hours before the

assessment.

Procedures

Initially, participants answered a questionnaire containing demographic
information (age, gender, height, weight, medication consumption, symptoms frequency
and educational level).

The evaluations in the cervical region were carried out on the sub-occipital,
trapezius and supraspinal muscles bilaterally (Figure 1). While for the lumbar spine, the
evaluations were carried out on the paraspinal muscle bellies (longissimus back and
erector spinae) in the levels of L1, L3 and L5 bilaterally (Figure 1). The order of
evaluation was standardized from the uppermost point and to the bottom, both in the
cervical and lower back regions. The interval between each application in the pre-
determined points was between 30-60 seconds. Initially, the participant was familiarized
with the test with the application of pressure on the muscle belly of the biceps femoris.
The interval between the two evaluations was 24 hours to evaluate the intra-rater
reliability. All evaluations were conducted in a laboratory with controlled temperature
(24°C) in the same period of the day (2pm-4pm) by an experienced (more than 5 years

of clinical experience) trained examiner with the same protocol for all individuals. The
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examiner was blinded to the participant group (neck pain, low back pain or without

these diseases).

Figure 1. Points assessment of the PPT.

The evaluation of the PPT took place through an electronic algometer (EMG
Brand System®, Model 330C, serial number 17E1658), properly calibrated and
certified (658/13) according to the methods described by Scott et al. [21]. The algometer
consists of one probe of 1 cm of diameter connected to a pressure transducer.

Pressure was applied at right angles to the skin surface and steadily growing 1
kgf/cm2/s, up to a maximum of 10 kgf. Participants were instructed to rotate a rotary
knoob with a scale of 0 to 10, according to the intensity of the perceived pain during the

application of pressure. At the time of application participants heard standardized
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information as: "I will put pressure on your muscle and I want you to classify in the

rotary knob the pain intensity whenever you start to feel it. "

Data Acquisition

The cut-off point used as a reference to determine the exact moment of pain
intensity was 1.0, later analyzed after processing the data through routine in MatLab®,
accurate to 0.001 seconds. In each participant, this protocol was applied 6 times (low
back or neck region), one in each point already described above, and the mean of these

pressures was used for further analysis.

Statistical Analysis

Statistical analysis was performed using IBM SPSS version 21.0 and G Power
version 3.1.3, with an alpha level of 0.05. All variables were normally distributed, after
Shapiro—Wilk test (p> 0.05). A paired t-test was used to assess the difference between
the test and the retest (session one vs. session two).

To assess the test—retest reliability across the two sessions, intraclass correlation
coefficients (ICCs) and standard error of measurement (SEM) were calculated based on
two-way random effects model as described by Fleiss [22] and Shrout and Fleiss [23].

The ICC gives the ratio of variances due to differences between test-retest
evaluation and we used the ICC classification proposed by Fleiss [22], whereas an ICC
below 0.4 indicates “poor” reliability; between 0.40 and 0.75 “fair to good” reliability;
and above 0.75 “excellent” reliability.

The SEM quantifies the precision of the individual measurements and gives an

indication of the absolute reliability according to the following equation: SEM = SD /

v/ (1 —ICC), where SD is the standard deviation of the re-test scores [24].
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The formula SEM x 1.96 x .96 x V2 was also used to calculate the minimum
detectable change (MDC), with a 95% confidence interval. The MDC established for
each parameter represents the lower bound of the clinically significant change that can
be expected after an intervention, being also referred to as the sensitivity to change [24].

The Bland-Altman plots were used to assess agreement between the
measurements and the systematic differences. The graph presents the magnitude of
disagreement (including systematic differences) [25,26]. To check the differences
between pathological and control groups in the PPT, we used the first evaluation as a
measure and the t-test for independent analysis was subsequently performed to calculate
the effect size by testing d-Cohen [27]. We adopted a 95% confidence interval, alpha
level of 5%, all data characterization and comparison are presented as mean and

standard deviation.

RESULTS

We evaluated 74 individuals of both genders (30 men, 44 women). At this
sample, 15 subjects had chronic non-specific neck pain and 17 constituted the cervical
control group. On the other hand, 21 individuals had chronic non-specific low back pain
and 21 constituted the low back control group. The data characteristics of the groups are
shown in Table 1. No differences were observed regarding the side to side comparisons
for all the tested groups (neck pain and low back pain) and their respective control
groups and these data is represented in table 2. No differences among gender or age

were observed within the groups (unpaired t test, p>0.05).



Table 1. Data Characteristics of the sample.
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Variables Neck Pain | Neck Control Low Back | Low Back
Pain Control
Mean = SD | Mean + SD Mean = SD Mean + SD
Age 25.5+4.9 22.7+6.0 272+8.2 29.4+4.5
Weight (kg) | 68.1£8.3 69.3+7.8 70.7 £154 63.7+12.6
Height (m) 1.7+£0.2 1.82£0.2 1.66 £0.1 1.69 +0.1
BMI (kg/m?) |23.5+4.7 23.8+4.0 254 +5.1 222+3.6
Table 2. Side-to-side comparison for all tested groups.
Groups Sites Right Side | Left Side p
Mean £ SD | Mean £ SD
L1 483+195 |453+245 |0.36
Low Back | L3 4.73+1.86 |4.77+2.33 |0.87
Pain L5 5.14+£293 |5.14£2.65 |0.99
L1 516137 |525+1.70 |0.77
Low Back | L3 541+1.85 |554+£238 |0.69
Control L5 539+ 1.88 |5.67+2.02 |0.25
Sub-occiptal 2.86+1.30 |286+1.11 |0.70
Trapezius muscle | 3.29+1.04 |3.03+1.52 | 0.68
Neck Pain
Supraspinal 3.6+ 1.50 |3.89+1.27 |0.42
muscle
Sub-occiptal 328+1.32 [3.51+095 |0.51
Neck Trapezius muscle | 4.84+1.49 |4.48+1.72 ]0.31
Control Supraspinal 527+£229 |528+2.06 |0.92
muscle

High Intraclass Correlation Coefficients (ICC) with small standard error of the

measurements were found in all groups, indicating that this protocol is reproducible (p

<0.001) and these data are shown in Table 3.

Table 3. Intraclass Correlation Coefficient and Standard Error of Measurements (SEM)
for all tested groups.

Group Intraclass SEM p
Correlation
(CI195%)
Neck Pain 0.87 (0.62 — 0.96) 0.06 <0.001*
Neck Control 0.89 (0.71 - 0.96) 0.06 <0.001*
Low Back Pain 0.93 (0.83 -0.97) 0.03 <0.001*
Low Back Control | 0.84 (0.60 —0.93) 0.02 <0.001*

* Statistically significant.
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The minimum detectable change (MDC) was used to assess the variation
observed by the error measurement and the values observed were: 0.63 kgf for neck
pain while 1.21 kg was determined for low back pain.

When analyzing the degree of agreement through Bland-Altman plot (Figure 2),
it was observed a bias of -0.08 (SD: 0.66) in the neck pain and a bias of 0.10 (SD: 0.91)
in the control group. For the low back pain, the bias was 0.44 (SD: 0.85) in the low back

pain and a bias of 0.32 (SD: 0.98) for the control group.
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Figure 2 - Bland-Altman comparison of Pressure Pain Threshold (PPT) between each
condition and their respective control group.

To test the discriminant validity of this method, the PPT between the

pathological groups and their respective controls were compared. Concerning the neck
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pain group, statistically significant differences were observed (neck group mean 3:47 +
0:23 kgf versus control group mean: 6.87 + 1:44 kgf; p= 0.026, d = 3.44). Furthermore,
the same pattern was observed when comparing the low back pain group and control
(low back pain group mean: 4.88 + 1.61 kgf versus low back control group: 6.87 + 1. 44

kgf, p=0.001; d = 1.30), with the data presented in Figure 3.
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Figure 3. Comparison of Pressure Pain Threshold (PPT) between each pathological
group and their respective control. *indicates statistically significant difference between

the means (p < 0.05).

A Receiver Operator Curve analysis was performed to verify what is the cut-off
point of PPT to discriminate individuals with or without low back pain and it was
determined that 6.6 is the cut-off point, with an area under the curve of 0.76, reaching
the an accuracy level (Sensitivity: 80.65% and Specificity: 53.23%). On the other hand,
for the neck pain group the area under the curve calculated was 0.67. Despite it is
statistically significant (p=0.01), it had not reached the minimum accuracy level and,

therefore, the cut-off point was not determined.
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DISCUSSION

This study analyzed the reliability of PPT and the discriminatory capacity of this
method to identify individuals with neck and low back pain. The Bland-Altman plot
showed that the PPT evaluation method has high agreement, regardless of the
individual's condition [26]. The ICC has demonstrated excellent reliability in all the
conditions tested [27]. In addition, it was observed that the method has discriminant
validity, because it presents statistically significant differences between the pathological
groups and their respective controls, with strong effect size [25]. These data agree with
Jorgensen et al [28] and Walton et al [13] who found good reliability when using the
PPT to discriminate patients with neck pain from control individuals. These authors
have also concluded that the algometry is quite simple, and it can be performed by
experienced and inexperienced evaluators after just one hour of training.

Our findings achieved accurate values even with 24-hour intervals, which is a
positive aspect once reliability evaluations on separate days may change a lot [13,14]
because sometimes is difficult to determine the exact moment when the pain starts
probably caused by the bias of the evaluator's reaction time in different groups [5,14].
However, this aspect was controlled in this study because all data analysis was carried
out precisely at 0.001 second.

As the MDC was small and in agreement with other studies [13,17, 27], one can
assume that a minor variation due to measurement error has occurred.
Thus, this assessment can be used for clinical purposes, in order to determine any
improvement related an intervention.

Moreover, it was observed that individuals with neck pain have lower PPT as

evidenced in other studies, regardless of the age of the subjects [17, 19]. This may
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indicate peripheral nociceptive hypersensitivity caused by the neck pain [29]. Moreover,
PPT has shown good validity when compared to pain and disability questionnaires [30].

The same discriminant validity was also noticed in low back pain since they had
lower PPT when compared to individuals without the disease (mean 4.88 versus 6.87),
as observed in other studies [31,32]. This evidence is also reinforced by the data from
ROC curve, whereas it was determined a possible cut-off point of 6.6, indicating that in
individuals with low back pain the estimated values should be lower than 6.6.

This may be explained by the fact that injured tissues release several
inflammatory mediators, which excite nociceptors in the injury area, maintaining the
local sensory excitation and nociceptive hypersensitivity [33]. Thus, there will be an
increased sensitivity to mechanical stimulation and consequently PPT will suffer a
decrease [4]. This process, known as peripheral sensitization, is expressed with
spontaneous heating, extension of neuronal receptive area, increased sensitivity to
mechanical stimulation and spontaneous reduction of the threshold [34].

The strength of this approach is that pain pressure threshold are accurate
measures to assess pain in an indirect way at different spine regions. Moreover, this
method could be applied to other cases of musculoskeletal disorders. Additionally, as a
minor minimum detectable change was observed, this one can assume that a minor
variation due to measurement error. Therefore, this parameter may be used for clinical
purposes since a value above the MDC may be understood as clinically significant.

On the other hand, we can point as limitation of this study a small sample used
and a sample mainly composed by young adults, which decreases the external validity
of these finding. However, recent studies have been reported that neck and low back
pain are being identified at earlier age [35]. Moreover, it is important to remind that

pain pressure threshold is an indirect and somewhat complex method to assess pain.
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Therefore, we reinforce the need of futures studies to confirm the hypothesis shown in
this article.

The interpretation of the reported pain during algometry is somehow complex,
since the nociceptive system may operate in different states of sensitivity and
excitability [35]. In addition, changes in tissue sensitivity may occur in response to
neurobiological and biopsychosocial factors [36]. Thus, biopsychosocial disorders can
perpetuate or even exacerbate nociceptive hypersensitivity [37], resulting in a global

and diffuse experienced pain [35] in several chronic pain conditions.

CONCLUSION

Pain Pressure Threshold evaluation is reliable and able to discriminate
individuals with and without neck and low back pain with a minor measurement error.
Therefore, this method may be used to detect possible progress after interventions in

patients with neck or low back pain.
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Abstract

Fibromyalgia is a chronic pain syndrome with a multifactorial etiology such as musculoskeletal,
psychogenic and genetic backgound. The objective of this study was to investigate the influence of the
single nucleotide polymorphisms (SNPs) rs4680 (G/A) on the catechol-O-methyltransferase gene, 5-
hydroxytryptamine (serotonin) 2A (5-HT2A) receptor (rs6311 -1438G/A) and CDX2 Vitamin D receptor
(VDR) on fibromyalgia (FM) in women. Methods: In this observational study, 51 women were evaluated
belonging to the group with FM (52+12 years). A Fibromyalgia Impact Questionnaire (FIQ), Beck
Depression Inventory (BDI) and Beck Anxiety Inventory (BAI), Body Index Mass (BDI), Visual Analog
Scale (VAS), Sitting-Rising Test (SRT) data were collected, as well as data relating to the Symptom
Severity Scale and Generalized Pain Index and peripheral blood samples for DNA extraction; genotype
analyses were performed using PCR-SSP. The chi-square or Fisher Exact tests were used for possible
associations between the variables; the T-test for independent samples was used to compare the averages
among the groups; Results: No statistically significant association between the isolated genotypes and FM
variables was observed. However, when the allelic combinations of the evaluated genes were carried out,
there was a statistically significant association between worst-case prognosis in anxiety (p= 0.019) and
FIQ (p=0.017) with GG or GA allelic combinations.

Conclusion: This study demonstrates that women with FM, who have the AA/A genotype or A-allele in
COMT gene, in 5-HT2A gene and in CDX2 VDR gene, present a better outcome in relation to anxiety
and the FIQ score.

Keywords: Fibromyalgia; Women; Genetic Polymorphism; Pain; Catechol-O-methyltransferase enzyme;

Serotonin; 5-HT2A receptor; Vitamin D; CDX2 receptor.
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Introduction

The syndrome of fibromyalgia (FM) is usualy generalized chronic musculoskeletal pain and is
also associated with symptoms of fatigue, sleep and mood disorders, morning stiffness and psychological
disorders [1]. It is considered to be the second most common rheumatological disorder, affecting 2.5% of
the Brazilian population [2] and approximately 2% of the world’s population, primarily affecting women
over 35 years of age [3].

The etiology of FM may be related to environmental, hormonal or genetic factors [4]. Studies
show that the pathophysiology of the syndrome is linked to abnormalities in the pain processing
mechanism of the central nervous system, exhibiting dysfunctions in neurotransmitters which can result
in both under-activity of inhibitory pain pathways and hyper-excitability of pain-processing pathways.
These abnormalities may be related to genetic predisposition, triggered by physical or psychological
stress [5].

Studies have associated FM with a genetic susceptibility directly related to the serotonergic,
dopaminergic and catecholaminergic systems [6]. The catechol-O-methyltransferase enzyme (COMT)
works by inactivating the catecholamines and mutations in the gene that encodes this protein, and has
been shown to be related to the symptoms of FM [7]. The COMT gene may exhibit genetic abnormalities,
such as single nucleotide polymorphisms (SNPs) implicated in or related to chronic pain.

The most researched SNP of the COMT gene is Vall58Met (G/A) rs4680 [8], the literature
showing that individuals carrying the A-allele have higher sensitivity to post-surgical pain [9],
fibromyalgia [10,11], arthritis [12] and signs of depression [13]. A study analyzing the polymorphism of
serotonin receptors and the COMT gene in patients with fibromyalgia, produced significant results
compared with the control group, in which patients with fibromyalgia exhibited a higher frequency for the
L/L genotype (Metl58Met), demonstrating that individuals with this genotype may be more susceptible
to this syndrome, as this genotype encodes an enzyme incapable of metabolizing catecholamines [14].
However, other studies found no association of chronic generalized pain or other types of chronic
musculoskeletal pain with SNP in the COMT gene [15], illustrating that this investigation is necessary for
a better understanding of the role of the polymorphism in the COMT gene in the origins and/or severity of
FM. Serotonin (SHT or 5-hydroxytryptamine) is the most important neurotransmitter in the central
nervous system and plays a role in pain response, depression, anxiety and sleep disturbances [33]. The

human 5-HT2A receptor is mapped to chromosome 13q14-21 [14]. A silent genetic polymorphism of the
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5-HT2A receptor gene was defined by a T to C transition at position 102, and a novel G to A base change
at position — 1438 in the promoter region [15]. As a result, an alteration was observed in the amino-acid
sequence of the protein between the 102T/C polymorphism in psychogenic disorders such as depression,
anxiety and schizophrenia [16]. It is suggested that Vitamin D plays a role in SHT and dopamine release,
both of which are mostly proposed as being involved in the physiopathogenesis of FM. Recently, there
have been reports of suggestions that Vitamin D receptor polymorphisms play a role in widespread
chronic pain and FM syndrome (Marsali).

Chronic pain, FM and psychogenic disorders can be due to a common underlying abnormality which,
according to the theories of depression and anxiety, is most probably related to the catecholaminergic,
serotonergic or neuroendocrinological widespread chronic pain. The objective of the present study was to
analyze the relationship between the SNP of the COMT Vall58Met (G/A) rs4680 gene, 5S-HT2A receptor

and CDX2 VDR gene in women with FM.

Methods

The study was approved by the Human Research Ethics Committee at the University of Northern
Parana (UNOPAR) under protocol no. 3.057.780 and the individuals taking part in the study signed a
Free and Informed Consent agreement.

Study design

The study was observational with a quantitative approach. A convenience sample was composed
of women with FM (18-80 years old) and clinically diagnosed with FM by a neurology specialist,
following the 2011 guidelines from the American College of Rheumatology (ACR) [16].

Participants’ sociodemographic and anthropometric data were collected, as well as data relating
to physical activity, the Sitting-Rising test, Fibromyalgia Impact Questionnaire, the Beck Depression and
Anxiety Inventory, Visual Analog Scale (VAS) for pain, Symptom Severity Scale and Generalized Pain
Index [17,18,19].

For the genotype analysis, peripheral blood samples were collected in a SmL Vacutainer tube
containing EDTA. Twenty-nine patients in the COMT group were selected and 51 patients for SHTR2A
and VDR analyses. DNA extraction was performed based on the Salting-out protocol described by John

et al. [20].
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After DNA extraction, genotyping was performed for the G/A polymorphism of the COMT
rs4680 gene, using the polymerase chain reaction with specific primers for polymorphic sequences (PCR-
SSP). The reactions were conducted in a final volume of 10 pL containing a 1x buffer, 2.5mM of MgClLa,
10mM of dNTPs, 10mM of each primer and 1.25uL Taq polymerase DNA. The following primers were
used to amplify the target fragments: COMT-A, 5-TggTggATTTCgCTggCA-3' and 5'-
ACACCCATACAAgcaTTCATCAgETT-3"; and COMT-G, 5'gCATgCACACCTTgTCCTTCAC3' and 5'-
TgAgCATAgAggCTAAgggACCAT-3". Cycling was performed as follows: heating for 1 minute at 96°C,
then at 96°C for 20 seconds, 70°C for 45 seconds for the first 5 cycles, followed by 21 cycles at 96°C for
25 seconds, 65°C for 50 seconds and 72°C for 30 seconds each and then 21cycles at 96°C for 30 seconds,
55°C for 60 seconds and 72°C for 90 seconds, followed by a final phase of 2 minutes at 20°C. For
analysis of the results, 1% agarose gel electrophoresis was used, the size of the amplified protocol being
455 pb for the G-allele and 322 pb for the A-allele. The Genotyping of 5-HT2A (rs6311) receptor gene
polymorphism in the -1438G/A was determined by PCR-RFLP (polymerase chain reaction - restriction
fragment length polymorphisms)’. The following primers were used in PCR reactions: 5’-AAG CTC
CAA GGT AGC AAC AGC- 3' forward and 5> — AAC CAA CTT ATT TCC TAC CAC — 3’reverse.
PCR was carried out in a total volume of 25 pl with 50ng DNA, 20pmol of each primer, 1.5mM Mg CI2,
and 1.0U Taq polymerase TagMan® (Applied Biosystem, Foster City, USA). The amplification
conditions were initial denaturation at 95°C for 2 minutes and amplification was performed via 35 cycles
of denaturation at 95°C for 60 seconds, annealing at 61°C for 45 seconds, and extension at 72°C for 45
seconds. The reaction ended with a final extension at 72°C for 7 minutes. The genotyping of CDX2 of
VDR was done with the DNA amplifying fragments by PCR and a real time TagMan® (Applied
Biosystem, Foster City, USA) was also used. One reaction consisted of a final volume of 10pL: 5.25 pL
of Tagman® Genotyping Master Mix (1x), 0.5 pL of probe (1x) (Applied Biosystem, Foster City, USA),
and 3.25 pL of ultrapure Mili water- Q® and 1pL of DNA (30ng/ puL). The Rotor-Gene Q® real-time
thermal cycler (Qiagen, Germany) was used with the 60°C cycle for 30 seconds (initial denaturation),
95°C for 15 seconds (denaturation), 60°C for 1 minute 30 seconds (pairing of primers and extension), and
a final extension cycle of 60°C for 30 seconds. For the SNP allele discrimination, the Rotor-Gene Q- Pure
Detection Software version 2.0.3 (Qiagen, Germany) was used.

Statistical Analysis
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Data was analyzed using the Statistical Package for Social Sciences (SPSS) program, version
2.1. Categorical variables were expressed in absolute and relative frequencies and continuous variables as
means and standard deviations. The chi-squared test, Fisher’s exact test and the odds ratio were used to
check the association between race and genotype frequency for fibromyalgia, and Kendall's T coefficient
for a correlation between fibromyalgia patients and age, with a confidence interval of 95% and a
significance level of 5% (p<0.05). To analyze the combination of the alleles of the COMT, SHT2RA and
VDR genes, the following division was performed into two categories: a) wild alleles of all the analyzed
genes called "Best combination", into which the following alleles were allocated: allele A of the gene
COMT + allele A of the SHT2RA gene + allele A of the CDX2 VDR gene; b) all other combinations

between the SNP alleles studied were allocated to a second group called "other combinations".

Results

The demographic characteristics of the patients and the genotyping are displayed in Table 1. The mean
age of the patients was 52.1 years, who were predominantly white women (78.4%). Most of the patients
were overweight (40.8%) and the majority (96.0%) had at least one comorbidity, for example
hypertension, diabetes mellitus, asthma or a rheumatologic disease. In terms of muscle strength (Sitting-
Rising test), low performance was predominant (76.4%). The mean FIQ score was 6.5+£0.3. The VAS
score was considered severe (7-10) in 78% and moderate (4-6) in 22%. Depression (BDI) was moderate
to severe in 43.1% and anxiety (BAI) was moderate in 30.6%. The genotyping of COMT, SHT2A and

VDR CDX2 are displayed in table 2.



Table 1 — Distribution of socio-demographic characteristics, physical activity
practice, functional test, genotypic and allelic frequency in women with
fibromyalgia (n=51)

Variables N %
Age
Mean + SD
52.1£10.9 -
Race
White 40 78.4
No White 11 21.6
BMI
Eutrophic 17 32.7
Overweight 21 40.8
Obesity 13 26.5
Mean + SD 28.1+0.7
Comorbidities
;{135 49 96.0
2 4.0
Physical Activity
Yes 43 84.0
No
8 16.0
Muscular strenght (MSLL)
Low Performance 39 76.4
Normal Performance 11 21.6
High Performance 1 2.0
FIQ
Mean + SD 6.540.3
VAS
Moderate (4-6) 12 22.0
Intense (7-10) 39 78.0
Mean + SD 11.9£3.7
Beck Depression Inventory
Minimum (0-9) 7 13.7
Light to Moderate (10-18) 10 19.6
Moderate to Severe (19-29) 22 43.1
Severe (30-63) 12 23.5
Mean + SD 22.4+11.3
State Anxiety Inventory 19.6
Minimum (0-9) 10 19A6
Light to Moderate (10-18) 10 29‘4
Moderate to Severe (19-29) 16 27‘5
Severe (30-63) 15 ’
Mean + SD 24.4+14.5
Genotypic frequency SHTR2A
GG 18
AA 10 ;gz
GA 23 429
Genotypic frequency COMT
GG 12 414
AA 05 17.2
GA 12 414
Genotypic frequency VDR
GG 18 353
AA 02 3.9
GA 31 60.8
Allelic combination
Better condition 15 294

Others conditions 36 70.6
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VARIABLES GENOTYPIC FREQUENCY COMT P GENOTYPIC FREQUENCY SHTR2A P GENOTYPIC FREQUENCY VDR P
VALUE VALUE VALUE

AA GG AG GG AA GA AA GG AG
N (%) N(%) N(%) N (%) N(%) N (%) N(%) N (%) N (%)

BMI

Eutrophic 1(25.0) 5(45.5) 3(25.0) 0834 6(33.3) 3(333) 7(35.0) 0.263 0(0.0) 6(37.5) 10(32.3) 0.862

Overweight 1(25.0) 3(27.3) 4(33.3) 5(27.8) 3(333) 11 (55.0) 1(50.0) 6(37.5) 13 (41.9)

Obesity 2(50.0) 3(273) 5(41.7) 7(38.9) 3(333) 2(10.0) 1(50.0) 4(25.0) 8(25.8)

Visual  Analogic

Score

Moderate 3(60.0) 3(25.0) 2(16.7) 0.184 1.0 (5.6) 3(30.0) 7(229) 0.082 1(50.0) 3(17.6) 7(22.6) 0.575

Severe 2(40.0) 9(75.0) 10 (83.3) 17(94.4) 7(70.0) 13 (65.0) 1(50.0) 14 (82.4) 24(77.4)

McGill

Low - - 0.564 0 0 1(5.0) 0.580 0 0 1(5.0) 0.822

Moderate 0 2(16.7) 1(83) 1(5.6) 2(20.0) 2(10.0) 1(5.6) 2(20.0) 2(10.0)

Severe 5(100) 10 (83.3) 11 (OLT) 17 (94.4) 8(80.0) 17 (85.0) 17 (94.4) 8(80.0) 17 (85.0)

Beck Depression

Inventory

Minimum (0-9) 0 2(16.7) 0 0.179 3(16.7) 1(10.0) 3(143) 0.425 0 1(5.6) 6(194) 0.153

Low to Moderate 1(20.0) 2(16.7) 2(16.7) 2(111) 4(40.0) 4(19.0) 0 3(16.7) 7(22.6)

(10-18)

Moderate to Severe 3 (60.0) 2(16.7) 8(66.7) 6(33.3) 4(40.0) 10 (47.6) 0 9(50.0) 13 (41.9)

(19-29)

Severe (30-63) 1(20.0) 6(50.0) 2(16.7) 7(38.9) 1(10.0) 4(19.0) 2(100) 5(27.8) 5(16.1)

Beck Anxiety

Inventory

Minimum (0-9) 0 4(333) 1(83) 0.188 1(5.6) 3(30.0) 6(31.6) 0.160 1(50.0) 2(11.8) 7(23.3) 0.783

Low to Moderate 1(20.0) 1(83) 4(333) 6(333) 1(10.0) 3(15.8) 0 4(23.5) 6(20.0)

(10-18)

Moderate (19-29) 1(20.0) 2(16.7) 5(41.7) 4(222) 5(50.0) 5(263) 0 6(35.3) 9(30.0)

Severe (30-63) 3(60.0) 5(41.7) 2(16.7) 7(38.9) 1(10.0) 5(263) 1(50.0) 5(294) 8(26.7)

Physical Activity

Yes 2(40.0) 4(36.4) 7(58.3) 0.688 6(33.4) 3(333) 10 (47.6) 0.695 0 9 (50.0) 20 (40.0) 0.793

No 3(60.0) 7(63.6) 5(41.7) 12 (66.6) 6(66.4) 11 (52.4) 2(100) 9(50.0) 30 (60)

Muscular strenght

(MSLL)

Low Performance 5(100) 11(91.7) 7(58.3) 0.60 14(77.8) 8(80.0) 15(71.4) 0.285 1(50.0) 14(77.8) 24 (77.4) 0.798

Normal 0 1(83) 5(41.7) 4(222) 1(10.0) 6(28.6) 1(50.0) 4(222) 6(19.4)

Performance

High Performance - - - 0 1(10.0) 0 0 0 132)

FIQ

(MEANSD) 7.7£0.93 7.440.62 7.5£0.37 1.00 7.240.44 6.310.65 6.0£0.44 0.167 7.9£0.31 7.1£0.46 6.2£0.36 0.732

Table 3. Genotypic frequency of allelics combinations

VARIABLES ALLELICS COMBINATIONS 1 4
VALUE
Better Others
combination combinations
N (%) N (%)
BMI
Eutrophic 10 (34.5) 6(333) 0.202
Overweight 14 (48.3) 5(27.8)
Obesity 5(17.2) 7(38.9)
Visual  Analogic
Score
Moderate 5(33) 6(17.1) 0.269
Severe 10 (66.7) 29 (82.9)
McGin
Low 0(0.0) 129 0.256
Moderate 3(20.0) 2(5.7)
Severe 12 (80.0) 3209149
Beck  Depression
Inventory
Minimum (0-9) 3(20.0) 401 0.255
Low to Moderate 5(333) 5(13.9)
(10-18)
Moderate to Severe 5(333) 17(47.2)
(19-29)
Severe (30-63) 2(133) 10(27.8)
Beck Anxiety
Inventory
Minimum (0-9) 7(46.7) 3(88) 0.019*
Low to Moderate 1(6.7) 9(26.5)
(10-18)
Moderate (19-29) 4(26.7) 11(32.4)
Severe (30-63) 3(20.0) 11 (324)
Physical Activity
Yes 5(35.7) 15(41.7) 0.957
No 9(64.3) 21(583)
Muscular strenght
(MSLL)
Low Performance 11(733) 2877.8) 0.294
Normal 3(20.0) 8(222)
Performance
High Performance 16.7) 0(0.0)
FIQ
(MEAN#SD) 5,61£2.06 7.051£1.85 0.017*
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Discussion

Fibromialgya is a several complex clinical syndrome characterized by chronic, diffuse pain and
multiple tender points and other features include depression, axiety, fadigue, headaches, sleep
disturbance, decreased memory [1,4]. The pathophysiology involved nociceptive and neurotransmitters
pathways polymorphisms in the SNPs [5]. COMT is an enzyme involved in the process of breaking down
catecholamines, which are the sympathetic neurotransmitters, through the transfer of a methyl group of S-
adenosylmethionine to dopamine, noradrenaline and adrenaline in the synapses in the cerebral cortex,
mainly affecting the metabolism of dopamine in the prefrontal cortex [21], acting as a modulator of
dopaminergic, noradrenergic and adrenergic neurotransmission [22]. The SNP of the COMT rs4680 gene
exhibits a transition of nucleotides in codon 158, resulting in a change in the protein’s amino acids. The
Val/Val (G/G) genotype is related to a high level of enzyme activity, while the Met/Met (A/A) genotype
is related to low activity and Val/Met (G/A) to an intermediate level of activity [22]. Lower levels of
activity in this enzyme lead to a significant reduction in dopamine levels in the postsynaptic neurons [21].

The present study demonstrates that 17.2% of patients with FM showed a frequency of the AA
(Met/Met) genotype. Matsuda et al. [14] also found similar results in an analysis of the COMT gene in
FM, with 37.2% of patients having the polymorphic genotype. In the same study, an analysis of the
relationship of the serotonin (5-HT) 2A receptor gene was conducted, but no statistically significant
differences were found in relation to the syndrome.

According to Ablin and Buskila [24], the reduction of synaptic tone, related to the pathogenesis
of chronic pain, may be associated with the reduction of pain in FM patients. Thus, several studies
conducted with genetic markers have been performed associating the metabolism of catecholamines with
COMT in order to identify their role. Inadir et al. [25] assessed 379 FM patients and a control group
composed of 290 subjects, and demonstrated that the Vall 58Met polymorphism of the COMT gene has a
positive association with the syndrome, in addition to playing an important role in the disorder’s clinical
symptoms. Similarly, Martinez-Jauand et al. [26] reported that individuals with FM are more sensitive to
pain than healthy volunteers after experiencing painful stimuli, confirming that haplotypes of the COMT

gene and genotypes of the Vall 58Met polymorphism play a vital role in FM patients’ sensitivity to pain.
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At the same time, the findings of Desmeules et al. [27] evidenced the presence of spontaneous
pain, classified as moderate and severe, most probably associated with the COMT Met/Met (A/A)
genotype in patients with FM. With regard to stimuli indicative of pain, inquiries pointed toward the
existence of an alteration in the perception of pain due to the association of the Vall58Met genotype with
the rate of temporal summation of the pain and heat [28], possibly because the low activity of COMT
causes an increased sensitivity to pain via a f 2/3 —adrenergic mechanism [29].

Fernandez-de-las-Pefias et al. [13] assessed the relationship between the polymorphism of the
COMT gene and the symptoms of pain, anxiety, depression and functional disability in women with FM,
obtaining statistically significant results in terms of anxiety, depression and functional incapacity
(p<0.05), demonstrating that patients with the A-allele exhibited higher levels of these symptoms than
those with the G-allele. However, there was no difference regarding the assessment of pain (p>0.05).

Vagas-Arcon et al. [30] compared six SNPs of the COMT gene (rs2097903, rs6269, rs4633,
rs4818, rs4680 and rs165599) in Spanish and Mexican women with FM and observed a significant
association between 3 SNPs of the COMT gene (1s6269, 1s4818 and rs4680) in three Spanish female
patients with FM, as they showed greater sensitivity to pain. Loggia et al. [31] assessed functional MRI
responses to painful stimuli in 54 FM patients with the Met158Val polymorphism and found that the
Met/Met (AA) genotype seems to affect the brain’s response to pain after repeated painful stimuli. The
present study shows the Met/Met (AA) genotype to be worse for SRT.

Serotonin (SHT) plays an important role in many pain disturbances, psychiatric diseases and FM
by regulating serotonergic pathways [33]. Cohen et al. showed a significant relationship between anxiety
and the serotonin transporter gene polymorphism in FM patients [11]. In another important study, Glirsoy
et al. found a significant correlation between T/T genotyping of the SHT2A receptor gene in FM patients
[7]. Bondy et al. demonstrated that pain severity was significantly higher in the T/T genotype of the
102T/C polymorphism of the SHT2A receptor gene in FM patients than the controls [34]. Tander et al.
[33] studied the genotyping among FM patients and controls. The association of distributions of -1438
GA (A/A, A/G, G/G), 102 T/C (C/C, C/T, T/T) and COMT (A/A, A/G, G/G) genotyping showed no

overall differences when compared to the controls.
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The role of the Vitamin D receptor has been found in several regions of the brain in cell
proliferation and neurotransmission in serotonin and dopamine release. Only one study analyzed the Fokl
polymorphism in the VDR and fibromyalgia gene [32]. In this study, Marsali et al. analyzed a single
nucleotide ~ polymorphism  with  the RFLP  method  using Fokl F: 5 -
AGCTGGCCCTGGCACTGACTCTGCTCT-3 and Fokl R: 5’-
ATGGAAACACCTTTGCTTCTTCTCCCTC-3’ primers. There were no significant differences between
the frequency distributions in both groups (FM versus control). In our study, when we analyzed only the
allelic variants of COMT, SHTR2A and CDX2 of VDR, no relationship between the studied variables
was found. However, when the allelic combinations were studied, divided into wild or best combination
(AA allelic) and other combinations (GG or GA allelic), we are shown better prognosis in anxiety and
FIQ score in wild combination.

The etiopathogenesis of FM is multifactorial in the clinical, functional, psychological and
genetic environment. A few studies investigated the association between gene polymorphisms and FM.
The majority of them studied a single polymorphism. Only two studies analyzed two concomitant
polymorphisms: COMT and SHTR2A, without evidence of relationship in BMI, depression, anxiety and
other psychological disturbances [33 and 35]. The present study is the first to analyze three concomitant
polymorphisms in the transcription areas of the chromosome.

In relation to the limitations of the study, the sample may have been insufficient to detect other
interactions among the variables. It is possible to say that, to arrive at more emphatic conclusions, it is
necessary to study a larger sample population and evaluate other polymorphisms of the gene, combining
an analysis of gene expression COMT, SHT2A gene receptor and CDX2 VDR receptor for further
clarification.

This study demonstrated that exist a better and worse genetic profile in FM patients after specific SNP’s
analisys and directing this patients a priority in referral and specif care. Future studies may be carried to

better understanding this syndrome.
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Conclusions

Concerning the clinical application of'the results of the present study, the presence of an
association between fibromyalgia, the gene COMT, SHT2A and CDX2 VDR, shows that from these
assessments it is possible to identify a genetic characteristic and certain limitations of patients with this
disease, thus contributing to a better therapeutic approach. The present study demonstrates that those who
have the AA genotype and the A-allele or wild genotype are reported to have a better prognosis in

relation to anxiety and FIQ score, reinforcing the multifactorial and polygenic tendency of FM.
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6 CONCLUSAO GERAL DA TESE E PERSPECTIVAS FUTURAS

A dor cronica e fibromialgia impactam direitamente na qualidade de vida dos
pacientes e apresentam altos indices de insucesso em seu diagnéstico e tratamento. O
entendimento global de sua fisiopatologia pode propiciar um melhor manejo dos
pacientes. O uso do algometro de pressdo estd associado a uma maior percepcao
sensitiva mecanica em pacientes com dor cronica na regido cervical e lombar. Existe
uma confiabilidade no limiar de dor a pressdao sendo este teste acurado, seguro, de facil
acesso e reproduzivel para o atendimento dos pacientes que sofrem de dor cronica.
Atualmente ndo existe um exame complementar a anamnse e exame fisico que
comprove um diagnostico da fibromialgia, porém quando olhamos esta doenga do ponto
de vista genético/molecular, observamos que existem uma série de
polimorfismos/varientes genéticos de nucleotideos unicos, os quais podem em um
futuro proximo, serem observados e qualificados de rotina confirmando assim esta
patologia tdo contraditoria na medicina atual. Nesta tese, concluimos que quando
estudado em conjunto o haplotipo COMT, SHTR2A e CDX2 do VDR, existe
associagdo favoravel ao um melhor prognéstico funcional e menor indices de ansiedade,
nas pacientes que obtiveram a analise genética, as quais apresentavam o padrdo
selvagem com a insercdo do alelo A em sua assinatura genética. Além disso as regides
destes polimorfismos foram de regides promotores dos genes, o que evidencia que a
etiologia da FM ¢ multifatorial no aspecto genético também. Esperamos que futuros
estudos possam ser ininicados a partir deste € que novas pesquisas concluam outros
alvos genéticos, podendo em um periodo préximo, a inclusdo da avaliacdo genética para
patologias cujos diagnosticos completamentares sejam poucos elucidativos. A
integracdo de multiplos profissionais associado a um aumento da percepcdo da
patologia além da célula, poderemos diminuir o sofrimento destes pacientes,
antecipando o seu diagndstico e o encaminhando mais rapidamente ao especialista certo

para um tratamento especifico individualizado e eficaz.
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7.ANEXOS

7.1 Termo de Consentimento Informado Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Termo de consentimento livre e esclarecido para participagao na pesquisa intitulada
AVALIACAO DOS PARAMETROS DO ESTRESSE OXIDATIVO E DO POLIMORFISMO
DOS GENES COMT, 5HT2A, GSTM1, GSTP1, MnSOD e CAT E CARACTERIZACAO
FUNCIONAL EM INDIVIDUOS COM E SEM FIBROMIALGIA.

OBJETIVO DA PESQUISA:

Este estudo pretende realizar uma caracterizagao clinico-funcional dos pacientes com
fibromialgia e, posteriormente, analisar a eficacia de dois farmacos para a melhora do quadro.
PROCEDIMENTOS QUE SERAQO NECESSARIOS:

A pesquisa sera conduzida da seguinte forma:

- Inicialmente sera realizada uma entrevista com objetivo de obter informagdes demograficas
dos participantes;

- Sera solicitado aos pacientes que ja tenham realizado ressonancia magnética de encéfalo
recente que tragam o exame para a proxima consulta, pois estes dados poder&o ser incluidos
na primeira etapa do projeto;

- Em seguida, os participantes irdo responder os questionarios sobre a caracterizagdo da dor,
impacto da fibromialgia nas suas atividades de vida diaria e inventarios de depresséo e
ansiedade (Etapa 2);

- Apds a caracterizagcado dos participantes, os mesmos serdo convidados para participar de um
protocolo de tratamento farmacolégico de 12 semanas com um de dois farmacos para
Fibromialgia. Nesta etapa do projeto (Etapa 3), o objetivo sera avaliar a eficacia do tratamento
com estes medicamentos sobre os parametros analisados.

PRIVACIDADE

O nome dos pacientes sera mantido em sigilo, fazendo uso da sua participagéo
somente para avaliagdo cientifica deste trabalho e possiveis publicagbes em eventos, revistas
e meios cientificos, dentro dos principios éticos que devem nortear a pesquisa e nossa
profissdo.

BENEFICIOS

As informagdes obtidas nessa pesquisa ajudardo aos profissionais da area da saude a
desenvolver programas preventivos e de intervencdo que auxiliardo na ampliagdo da
expectativa de vida ativa dessa populacéo.
RISCOS

Nao havera nenhum risco para a integridade fisica, mental ou moral do participante da
pesquisa. Para evitar o risco de constrangimento, todos os questionarios serdo aplicados em
sala reservada. Os farmacos utilizados sdo liberados pela ANVISA e os pacientes receberéo
acompanhamento médico periédico durante o periodo de intervengdo. Caso algum efeito
deletério grave seja instalado, o tratamento sera interrompido. Apds a conclusdo do ensaio
clinico, caso um dos tratamentos apresente maior eficacia, sera assegurado aos pacientes o
acesso ao outro medicamento pelo mesmo periodo do tratamento da pesquisa.
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DESISTENCIA

Vocé podera desistir a qualquer momento do projeto, sem que lhe traga qualquer
consequéncia. Além disso, em momento algum essa pesquisa ira gerar gastos financeiros
para sua pessoa.

O (a) senhor (a) tem o direito de pedir outros esclarecimentos sobre a pesquisa que
considerar necessario € de se recusar a participar ou interromper a sua participagao a qualquer
momento, sem que isso lhe traga qualquer prejuizo.

CONTATO COM OS PESQUISADORES:

Caso haja necessidade de esclarecimento de duvidas ou reclamagdes ligue para 43
33738300

Declaro estar ciente das informagcdes deste termo de consentimento livre e
esclarecido e concordo em participar desta pesquisa.

Eu
___, portador do RG N.° , livremente, concordo em
participar da pesquisa citada acima” sob responsabilidade do Dr. Carlos Alexandre Martins
Zicarelli.

Assinatura do entrevistado

Assinatura do (a) Pesquisador (a)
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado (a) como voluntario (a) a participar do estudo: AVALIACAO
DOS PARAMETROS DO ESTRESSE OXIDATIVO E DO POLIMORFISMO DOS GENES
COMT, 5HT2A, GSTM1, GSTP1, MnSOD e CAT E CARACTERIZACAO FUNCIONAL EM
INDIVIDUOS COM E SEM FIBROMIALGIA.

1) OBJETIVO DA PESQUISA:

Este estudo pretende realizar uma caracterizagao clinico-funcional e genética dos
pacientes com fibromialgia. Serdo incluidos Individuos de ambos os sexos, maiores de
18 anos de idade, portadores de fibromialgia, diagnosticada clinicamente por um
médico especialista na area, apresentando a sintomatologia tipica, assim como
também individuos sem fibromialgia para constituir o grupo controle.

2) PROCEDIMENTOS QUE SERAO NECESSARIOS:

- Inicialmente sera realizada uma explicagdo ao participante sobre o projeto de
pesquisa;

-Em seguida, os participantes serdao conduzidos a uma sala especifica de coleta de
sangue dentro da clinica de Neurologia N3 (Rua Julio Estrela Moreira, 550; 86015-070
Londrina, Parana PR) e sera colhido uma pequena quantidade de sangue para realizar
a obtencdo de DNA das células do sangue (leucdcitos) dos participantes com e sem
fibromialgia para a avaliagéo genética.

3) PRIVACIDADE

O nome dos participantes sera mantido em sigilo, fazendo uso da sua
participagdo somente para avaliagdo cientifica deste trabalho e possiveis publicagdes
em eventos, revistas e meios cientificos, dentro dos principios éticos que devem
nortear a pesquisa e nossa profissdo. As informagdes serao codificadas e mantidas
num local reservado o tempo todo. Somente os pesquisadores envolvidos neste
estudo terdo acesso as informagdes. Os dados deste estudo poderdo ser discutidos
com outros pesquisadores, mas nenhuma identificagcao sera fornecida.

4) BENEFICIOS

As informagbes obtidas nessa pesquisa ajudardo aos profissionais da area da
saude a desenvolver programas preventivos e de intervengdo que auxiliardo na
ampliacdo da expectativa de vida ativa dessa populagao.

5) RISCOS

Os riscos serao minimos relacionados a prépria coleta de sangue.
Esclarecemos que o risco decorrente da sua participacdo na coleta de sangue é o
mesmo de procedimentos rotineiros de coleta de sangue (dor local, formagéo de
hematoma, infecgéo). As complicagbes séo raras e serao minimizadas pela utilizagao
de material descartavel e treinamento adequado dos coletores de sangue. Caso o
participante sentir algum desconforto decorrente da coleta de sangue, sera orientado a
procurar o pesquisador Dr. Carlos Zicarelli (3373-8300) ou mesmo comunicar a equipe
de enfermagem da propria clinica onde serao realizadas as coletas de sangue.

6) DESISTENCIA/ RESSARCIMENTO E INDENIZACAO

Vocé pode se recusar a participar do estudo, ou retirar seu consentimento a
qualquer momento, sem precisar justificar; sem que Ihe traga qualquer consequéncia
em relagdo a sua participacéo.

Esclarecemos ainda, que vocé nao pagara ou sera remunerado(a) pela
participagdo. Garantimos, no entanto, que todas as despesas decorrentes da pesquisa
serdo ressarcidas, quando devidas e decorrentes especificamente da participagéao
(transporte e alimentacéo) e a forma de ressarcimento sera em dinheiro. De igual maneira,
caso ocorra algum dano decorrente de sua participagdo no estudo, vocé sera devidamente
indenizado, conforme determina a lei.

RUBRICA DO PARTICIPANTE DE PESQUISA

RUBRICA D PESQUISADOR
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CONTATO COM OS PESQUISADORES:

Caso haja necessidade de esclarecimento de duvidas ou reclamagbes ligue
para o telefone (43) 33717993 para falar com a Profa. Regina Poli-Frederico ou com o
Dr. Carlos Alexandre Martins Zicarelli (3373-8300; Rua Julio Estrela Moreira, 550;
86015-070 Londrina, Parana PR). Além disso, vocé podera fazer contato direto com o
CEP/UNOPAR pelo telefone: 3371-9848 ou por e-mail (cep@unopar.br) para maiores
esclarecimentos sobre o estudo ou pelo endereco: Rua Marselha 591, Centro de
Pesquisa da UNOPAR, Londrina/Parana.

Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos (CEP) é composto por um
grupo de pessoas que estdo trabalhando para garantir que seus direitos como
participante de pesquisa sejam respeitados. Ele tem a obrigacdo de avaliar se a
pesquisa foi planejada e se esta sendo executada de forma ética. Se vocé achar que a
pesquisa nao esta sendo realizada da forma como vocé imaginou ou que esta sendo
prejudicado de alguma forma, vocé pode entrar em contato com o Comité de Etica em
Pesquisa da UNOPAR (Rua Marselha 591, Centro de Pesquisa da UNOPAR,
Londrina/Parana).

DECLARACAO

Declaro que li e entendi todas as informagdes presentes neste Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido e tive a oportunidade de discutir as
informagoes deste termo. Todas as minhas perguntas foram respondidas e eu
estou satisfeito com as respostas. Entendo que receberei uma via assinada e
datada deste documento e que outra via assinada e datada sera arquivada pelo
pesquisador responsavel do estudo. Como este termo apresenta-se em duas
paginas, farei minha rubrica na primeira pagina deste documento.

Enfim, tendo sido orientado quanto ao teor de todo o aqui mencionado e
compreendido a natureza e o objetivo do ja referido estudo, manifesto meu livre
consentimento em participar, estando totalmente ciente de que ndao ha nenhum
valor econdémico, a receber ou a pagar, por minha participagao.

Declaro estar ciente das informagoes deste termo de consentimento livre
e esclarecido e concordo em participar desta pesquisa.

Eu , portador
do RG n.° , livremente, concordo em participar da
pesquisa citada acima sob responsabilidade da Profa. Regina Célia Poli-Frederico (RG
n. 4486365-0).

Assinatura do participante da pesquisa

Assinatura do (a) Pesquisador (a)



7.2 Parecer do Comité de Etica e Pesquisa

I ::Igi UNIVERSIDADE NORTE DO czplcg;;form
unopar PARANA - UNOPAR b

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: AVALIAGAO DOS PARAMETROS DO ESTRESSE OXIDATIVO E DO
POLIMORFISMO DOS GENES COMT, 5HT2A, GSTM1, GSTP1, MnSOD e CAT E
CARACTERIZAGAO FUNCIONAL EM INDIVIDUOS COM E SEM FIBROMIALGIA.

Pesquisador: Regina Célia Poli-Frederico

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

Verséo: 3

CAAE: 96900718.4.0000.0108

Instituicdo Proponente: EDITORA E DISTRIBUIDORA EDUCACIONAL S/A
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 3.057.780

Apresentacédo do Projeto:

A fibromialgia € uma sindrome complexa de origem desconhecida, caracterizada por dor difusa e cronica
pelo corpo, presenca de tender points e, frequentemente, associada a fadiga, ansiedade, depresséo,
disturbios do sono e incapacidade funcional. H& evidéncias que pacientes com dor crénica
musculoesquelética apresentam diferencas no padrdo de anisotropia das fibras brancas quando
comparados com individuos saudaveis, estando estas alteragées diretamente relacionadas com a
severidade dos sintomas. Embora os mecanismos fisiol6gicos que controlam a fibromialgia ndo tém sido
elucidados precisamente, fatores neuroendocrinos séo de grande importancia. Além disso, alguns fatores
genéticos ou mecanismos moleculares podem estar envolvidos na fibromialgia. A diminuicé&o de serotonina e
outros neurotransmissores provoca maior sensibilidade aos estimulos dolorosos e podem estar implicados
na diminuicéo do fluxo de sangue que ocorre nos musculos e tecidos superficiais encontrados na
fibromialgia. Recentes estudos tém mostrado uma associagédo entre fibromialgia e estresse oxidativo. Este
estudo é uma complementacgédo a outro anterior ja realizado pela equipe de pesquisa e aprovado sob o
parecer consubstanciado n® 1.579.152 (CAAE: 54901416.8.0000.0108). Este estudo sera um estudo
analitico observacional, do tipo transversal, com abordagem quantitativa, com o objetivo de comparar os
polimorfismos genéticos em individuos com e sem fibromialgia, além das atividades antioxidantes em
pacientes

Endereco: Rua Marselha, 591

Bairro: Jardim Piza CEP: 86.041-140
UF: PR Municipio: LONDRINA
Telefone: (43)3371-9849 E-mail: cep@unopar.br

Pagina 01 de 04
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7.3. QUESTIONARIOS E INVENTARIOS

7.3.1 QUESTIONARIO McGILL DE DOR
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McGill Pain Questionnaire — Portugués

Nome Data Hora
Analgésico(s) Dosagem Hora da Adm.
analgésico(s) Dosagem Hora da Adm.

Intervalo de Administragdao dos Analgésicos +4 +1 +2 +3
IAVD: S Af Av M(S) M(AfAV) M(T) PRI (T) B
(1-10) (11-15) (16) (17-19) (20) (17-20) (1-20)
1 Espasmédica _ |11 Cansativa Intensidade Atual de Dor (IAD)

Tremor Exaustiva Comentéarios:
Pulsatil 12 Enjoativa |
Latejante Sufocante
Martelante 13 Amedrontadora |

2 Crescente __| Apavorante ]
Repentina Aterrorizante
Provocada 14 Castigante

3 Picada Debilitante
Agulhada ] Cruel 1
Perfurante 1 Perversa _
Punhalada Mortal
Lancinante 15 Desgracgada 1

4 Aguda Enlouquecedora
Cortante __ |16 Incodmoda |
Dilacerante Perturbadora

5 Beliscante 1 Desconforto
Pressionante Intensa
Pingante Insuportavel
Caibra ___|17 Difusa ]
Esmagamento Irradiante ] Constante ____

6 Fisgada Penetrante ] Periddica ___
Puxao Que transpassa Breve
Distensao 18 Aperto ]

7 Quente ] Dormente ]
Queimacgao ] Estirante ]
Escaldante Esmagadora
Queimadura Demolidora

8 Formigamento 19 Fresca
Coceira | Fria ___|Sintomas que Sono: Ingestéo de alimentos:
Ardéncia Congelante Acompanham: Bom _ |Boa ]
Ferroada 20 Importunante nausea __|Descontinuo _ [Alguma 1

9 Insensibilidade | Nauseante ___|Dor de cabega Insénia Pouca |
Sensibilidade Angustiante __|Tontura __|Comentarios: |Nenhuma
Que Machuca __| Desagradavel Sonoléncia Comentarios:
Dolorida Torturante Constipagao
Forte 1AD Diarréia

10 Suave __ | 0O Sem dor ___|Comentarios: Atividades: Comentarios:
Tensao |1 Leve Boa ]
Esfolante 2 Desconfortante | Alguma |
Rompimento 3 Angustiante | Pouca

4 Horrivel ] Nenhuma
5 Excruciante




7.3.2 QUESTIONARIO SOBRE O IMPACTO DA FIBROMIALGIA (FIQ)

QUESTIONARIO SOBRE O IMPACTO
pA FisromiarGgia (QIF)
ANOS DE ESTUDO:

1- Com que freqiiéncia Quase De vez em

a Sempre Nunca
vocé consegue: sempre quando
a) Fazer compras o 1 2 3
b) Lavar roupa (¢} 1 2 3
c) Cozinhar 0 1 2 3
d) Lavar louca o 1 2 3
e) Limpar a casa o 1 2 3
(varrer, passar pano etc.)
f) Arrumar a cama (o} 1 2 3
q) And'allvanos o 1 > 3
quarteiroes
h) YISltar parentes ou o 1 2 3
amigos
!) thldar do quintal ou o 1 2 3
jardim
j) Dirigir carro ou andar o o 3 3

de 6nibus

Nos ultimos sete dias:
2- Nos ultimos sete dias, em quantos dias vocé se sentiu

bem?
0 1 2 3 4 5 6 %

3- Por causa da fibromialgia, quantos dias vocé faltou ao tra-
balho (ou deixou de trabalhar, se vocé trabalha em casa)?
0 1 Z 3 4 5 6 7

4- Quanto a nbromialgia interferiu na capacidade de fazer
seu servigo:

©

Nao interferiu Atrapalhou muito

%

5- Quanta dor vocé sentiu?

@ L1

Nenhuma Muita dor

®

6- Vocé sentiu cansago?
© E

Nao Sim, muito

L

7- Como vocé se sentiu ao se levantar de manha?

@ o

Descansado /a Muito cansado/a

%

8- Vocé sentiu rigidez (ou o corpo travado)?

@ e

Nao Sim, muita

=

9- Vocé se sentiu nervoso/a ou ansioso/a?

@ o0

Nao, nem um pouco Sim, muito

%)

10- Vocé se sentiu deprimido/a ou desanimado /a?

©

Nao, nem um pouco Sim, muito

@

80
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7.3.3 INVENTARIO DE DEPRESSAO DE BECK (BDI)

Nome: Idade: Data:
/ /

Este questionario consiste em 21 grupos de afirmagdes. Depois de ler cuidadosamente cada
grupo, faga um circulo em torno do numero (0, 1, 2 ou 3) proximo a afirmagao, em cada grupo,
que descreve melhor a maneira que vocé tem se sentido na ultima semana, incluindo hoje. Se
varias afirmagdes num grupo parecerem se aplicar igualmente bem, faga um circulo em cada
uma. Tome cuidado de ler todas as afirmagdes, em cada grupo, antes de fazer sua
escolha.

0 N&o me sinto triste 7 0

1 Eu me sinto triste N&o me sinto decepcionado comigo

mesmo

ﬁistl(i)stou sempre triste e ndo consigo sair 1 Estou decepcionado comigo mesmo
3 Estou téo triste ou infeliz que ndo consigo 2 Estou enojado de mim
3 Eu me odeio
suportar
~ . . 8 . .
0 Nao estou especialmente desanimado 0 Nao me sinto de qualquer modo pior que

quantoao futuro
1 Eu me sinto desanimado quanto ao futuro
2 Acho que nada tenho a esperar
3 Acho o futuro sem esperancas e tenho a
impressao de que as coisas nao podem

0s outros

1 Sou critico em relagdo a mim por minhas
fraquezas ou erros

2 Eu me culpo sempre por minhas falhas

3 Eu me culpo por tudo de mal que acontece

melhorar

0 Nao me sinto um fracasso 9

1 Acho que fracassei mais do que uma 0 Nao tenho quaisquer idéias de me matar
pessoa comum 1 Tenho idéias de me matar, mas nao as

2 Quando olho pra tras, na minha vida, tudo executaria
0 que posso ver € um monte de fracassos 2 Gostaria de me matar

3 Acho que, como pessoa, sou um completo 3 Eu me mataria se tivesse oportunidade
fracasso

0 Tenho tanto prazer em tudo como antes 10 0 N&o choro mais que o habitual

1 N&o sinto mais prazer nas coisas como 1 Choro mais agora do que costumava
antes 2 Agora, choro o tempo todo

2 Nao encontro um prazer real em mais nada 3 Costumava ser capaz de chorar, mas

3 Estou insatisfeito ou aborrecido com tudo agora ndo consigo, mesmo que o queria

1"

0 Na&o me sinto especialmente culpado 0 Nao sou mais irritado agora do que ja fui

1 Eu me sinto culpado grande parte do 1 Fico aborrecido ou irritado mais facilmente
tempo do que costumava

2 Eu me sinto culpado na maior parte do 2 Agora, eu me sinto irritado o tempo todo
tempo 3 N&ao me irrito mais com coisas que

3 Eu me sinto sempre culpado costumavam me irritar

12 | 0 Nao perdi o interesse pelas outras pessoas
1 Estou menos interessado pelas outras
pessoas do que costumava estar

Perdi a maior parte do meu interesse pelas
outras pessoas

3 Perdi todo o interesse pelas outras
pessoas

N&o acho que esteja sendo punido
Acho que posso ser punido 2
Creio que vou ser punido

Acho que estou sendo punido

WN O
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13 Tomo decisdes tao bem.qyanto alntes 18 0 O meu apetite néo esta pior do que o
Adio as tomadas de decisdes mais do que habitual
costumava W
R - 1 Meu apetite nao é tao bom como
'I;j%nhﬁemaar:?e(ilﬂculdades de tomar decisdes costumava ser
Absglutamente n&o consigo mais tomar 2 Meu apelite € muito pior agora
decisdes g 3 Absolutamente nao tenho mais apetite
14 ’\:)?;r z(;hgulu;an(:gsqualquer modo parego 19 0 Nao tenho perdido muito peso se é que
Estou preocupado em estar parecendo ?ergl algum .recentemgnte.l .
velho ou sem atrativo erd! mas do que quiios & meio
j 2 Perdi mais do que 5 quilos
Acho que ha mudangas permanentes na 3 Perdi mais do que 7 quilos
mlnhataptgrenma, que me fazem parecer Estou tentando perder peso de propésito,
Sem atrativo . comendo menos: Sim Né&o
Acredito que parego feio
15 20 | 0 Nao estou mais preocupado com a minha
saude do que o habitual
Posso trabalhar tdo bem quanto antes 1 Estou preocupado com problemas fisicos,
E preciso algum esforgo extra para fazer tais como dores, indisposi¢ao do estémago ou
alguma coisa constipacao
Tenho que me esforgar muito para fazer 2 Estou muito preocupado com problemas
alguma coisa fisicos e é dificil pensar em outra coisa
N&o consigo mais fazer qualquer trabalho 3 Estou tao preocupado com meus
problemas fisicos que nao consigo pensar em
qualquer outra coisa
16 Consigo dormir tao bem como o habitual 21 | 0 Nao notei qualguer mudanca recente no
- - meu interesse por sexo
Eggrggr?: ;aﬁoeggqngggzgggtg?gx: 1 Estou menos interessado por sexo do que
. e . costumava
::gé%agsgehﬁézhﬁq:g‘ﬁigglﬁ)r :uiormlr 2 Estou muito menos interessado por sexo
~ : : agora
costumava e ndo consigo voltar a dormir 3 Perdi completamente o interesse por sexo
17

Né&o fico mais cansado do que o habitual
Fico cansado mais facilmente do que
costumava

Fico cansado em fazer qualquer coisa
Estou cansado demais para fazer qualquer
coisa




7.3.4 INVENTARIO DE ANSIEDADE DE BECK (BAI)

Nome:

Idade:

Data:

/ /
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Abaixo estd uma lista de sintomas comuns de ansiedade. Por favor, leia cuidadosamente cada
item da lista. Identifique o quanto vocé tem sido incomodado por cada sintoma durante a ultima
semana, incluindo hoje, colocando um “x” no espaco correspondente, na mesma linha de cada
sintoma.

Absolutamente
nao

Levemente
Nao me
incomodou
muito

Moderadamente
Foi muito
desagradavel mas
pude suportar

Gravemente
Dificilmente
pude suportar

B Eall Bl

10.
1.
12.
13.
14.
15.
16.

17.
18.

19.
20.
21.

Dorméncia ou formigamentt
Sensacao de calor
Tremores nas pernas
Incapaz de relaxar

Medo que acontega o pior

Atordoado ou tonto
Palpitagao ou aceleragao
do coracao

Sem equilibrio
Aterrorizado

Nervoso

Sensacao de sufocagao
Tremores nas maos
Trémulo

Medo de perder o controle
Dificuldade de respirar
Medo de morrer

Assustado
Indigestao ou desconforto
no abdémen

Sensacao de desmaio

Rosto afogueado

Suor (ndo devido ao calor)
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