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Polimorfismos dos genes do receptor de serotonina

(5-HT2A) e da catecol-O-metiltransferase
(COMT): fatores desencadeantes da fibromialgia?
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RESUMO

Introducio: A fibromialgia ¢ uma sindrome reumatica caracterizada por dor difusa e cronica associada a fadiga, insonia,
ansiedade, depressdo, perda de memoria e tontura. Embora os mecanismos fisioldgicos que controlam a fibromialgia
ndo tenham sido estabelecidos, fatores neuroenddcrinos, genéticos ou moleculares podem estar envolvidos. Objetivo: O
objetivo do presente estudo foi caracterizar os polimorfismos dos genes do receptor de serotonina (5-HT2A) e da catecol-
O-metiltransferase (COMT) em pacientes brasileiros com fibromialgia, a fim de avaliar sua participagdo na etiologia da
doencga. Material e métodos: O DNA genomico extraido de 102 amostras de sangue (51 pacientes, 51 controles) foi usado
para a caracterizacdo molecular dos polimorfismos dos genes 5-HT2A e COMT, por meio de PCR-RFLP. Resultados:
A andlise molecular dos polimorfismos do gene 5-HT2A demonstrou frequéncias de 25,49% C/C, 49,02% T/C e 25,49%
T/T, nos pacientes com fibromialgia, e 17,65% C/C, 62,74% T/C e 19,61% T/T, no grupo controle, ndo apresentando
diferenca significativa entre o grupo de pacientes e o grupo controle. Os polimorfismos do gene da COMT em pacientes
com fibromialgia apresentaram uma frequéncia de 17,65% e 45,10% para os genétipos H/H e L/H, respectivamente. No
grupo controle, as frequéncias foram de 29,42%, para H/H, e 60,78%, para L/H, sem diferenca significativa entre ambos os
grupos. Entretanto, houve diferenca significativa na frequéncia do gendtipo L/L em pacientes (37,25%) e controles (9,8%),
0 que permitiu a diferencia¢do entre os dois grupos. Conclusio: A frequéncia do genotipo L/L foi maior nos pacientes com
fibromialgia. Apesar de a fibromialgia envolver uma situagdo poligénica e fatores ambientais, o estudo molecular do SNP

134680 do gene da COMT pode auxiliar a identificacdo de individuos suscetiveis.
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INTRODUCAO

A fibromialgia ¢ uma sindrome reumatica caracterizada por dor
difusa e cronica, frequentemente associada a fadiga, insonia, an-
siedade, rigidez matinal, depressao, perda de memoria, tontura e
dor muscular generalizada.! Resulta de anormalidades no proces-
samento central de sinais algicos, provavelmente resultantes da
combinac¢ao de interagdes entre neurotransmissores, estressores
externos, perfis comportamentais, hormdnios e sistema nervoso

simpatico.” Em razdo da dor e da cronicidade, essa desordem
geralmente apresenta efeito negativo na qualidade de vida dos
pacientes. A prevaléncia da fibromialgia na populagao geral varia
de 0,66% a 4,4%,’ sendo 10 a 20 vezes mais frequente nas mu-
lheres,* geralmente afetando individuos na faixa etaria produtiva
(35 a 60 anos). Em estudo feito na América Latina, Senna et al.,’
em Minas Gerais, Brasil, observaram que a fibromialgia era a
segunda doenga reumatica mais frequente, com prevaléncia de
2,5%. Portanto, pode ser considerada um importante problema de
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saude nas mulheres.® Apesar do elevado nimero de estudos, ndo
existem métodos diagnosticos ou tratamentos eficazes para essa
doenga.” Apesar de os mecanismos fisiologicos da fibromialgia
ainda ndo terem sido determinados, fatores neuroendocrinos pa-
recem desempenhar papel importante. Além disso, mecanismos
genéticos ou moleculares também podem estar envolvidos.®’
Diversos estudos t€ém abordado a frequéncia dessa sindrome nas
familias de pacientes com fibromialgia, sugerindo que fatores
genéticos e familiares podem desempenhar papel relevante em
sua etiopatogenia.

Uma redugdo nos niveis de serotonina (5-HT) e de outros
neurotransmissores aumenta a sensibilidade a estimulos dolo-
rosos, e pode estar implicada na diminuigdo do fluxo sanguineo
observada nos musculos e tecidos superficiais de pacientes
com fibromialgia. O gene transportador de serotonina tem
sido implicado na patogenia de diversas desordens psiquiatri-
cas.'"2 Considerando-se a eficacia de inibidores da recaptagio
da 5-HT no tratamento de dor cronica, a serotonina também
pode contribuir para a etiologia da fibromialgia.'* A catecol-
O-metiltransferase (COMT) é uma enzima que desativa as
catecolaminas e os fairmacos que contém catecol.' Existem di-
versos polimorfismos de nucleotideo tinico no gene da COMT
que levam a alteragdes funcionais importantes na enzima. A
associacao entre polimorfismo genético e fibromialgia ainda
ndo esta bem estabelecida, mas diversos autores ja sugeriram
que mutacdes nesses genes podem representar a base para um
novo tratamento farmacoldgico no futuro.' Portanto, o objetivo
deste estudo consistiu em avaliar a frequéncia de polimorfismos
dos genes do receptor de serotonina (5-HT2A) e da COMT em
pacientes brasileiros com fibromialgia e compara-los ao grupo
controle composto por individuos saudaveis, a fim de deter-
minar a frequéncia desses polimorfismos em nossa populagéo.

MATERIAL E METODOS

Populacdo do estudo

Cinquenta e um pacientes com fibromialgia atendidos no Cen-
tro Clinico Electro Bonini (Unaerp) entre maio de 2005 e julho
de 2006 foram incluidos neste estudo. Os critérios de inclusdo
foram: pacientes com diagnostico de fibromialgia, de acordo
com as diretrizes do American College of Rheumatology
(ACR)' de 1990, e sem doengas reumaticas. O grupo controle
foi formado por 51 voluntarios saudéaveis. Os componentes do
grupo controle eram individuos que se consideravam saudaveis
e que ndo apresentavam historia de dor cronica. O estudo foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisas em Seres Hu-
manos da Unaerp (numero 008/06) e todos os participantes
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assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido. Os
participantes responderam a um questionario com dados a
respeito da etiologia da doenca (Quadro 1).

Andlise molecular dos polimorfismos
dos genes do 5-HT2A e COMT

O DNA gendmico foi extraido de 5 mL de sangue com EDTA,
usando-se o Wizard kit (Promega), de acordo com as instrugdes
do fabricante. Um fragmento de gene do 5-HT2A contendo 352
bp foi amplificado usando primers de Gursoy ef al.> modificados,
HT2AFWD 5’-CCT CAT CTGCTACAAGTTCTGGCTT-3’¢
HT2A-REV 5’-GCATTC TGCAGCTTTTTC TCTAGG G-3’.
Os primers descritos por Gursoy et al.'* foram utilizados para
amplificar um fragmento de 185 bp do gene COMT, de 185 bp.
A mistura da reagdo para a amplificagdo desses dois genes
continha 100-500 ng de DNA, 10 mM de cada primer, 100 mM
dNTPs, 1 U Tagq polimerase (Invitrogen) e 1 mM de MgCl, em
um volume final de 50 mL. A reacdo foi realizada no PTC-100
Thermocycler (MJ Research, Waterdown, MA, EUA) nas se-

Quadro 1. Questionario

Idade?

Profissao?

Estado civil?

Filhos? Quantos?

Ha quanto tempo vocé estd sentindo dor?

Ha quanto tempo recebeu o diagndstico de fibromialgia?

N O Ul AW N =

Vocé ja fez, ou estd fazendo, tratamento para fibromialgia?
Qual?
8. Vocé esta tomando algum anti-inflamatério? Qual?
E a dose? Quais sao os efeitos colaterais?
9. Vocé estd tomando algum relaxante muscular? Qual?
E a dose? Quais sao os efeitos colaterais?

10. Que outros tratamentos para dor muscular
vocé ja fez ou esta fazendo?

() Massagem () Acupuntura () Aplicagdo de calor ou frio
() Alongamento ( ) Injegdes em locais dolorosos
(JOULIOS « vttt e

11. Estd tomando algum antidepressivo?
Qual a dose? Quais sdo os efeitos colaterais?

12. Estd tomando algum remédio para ansiedade?
Qual a dose? Quais sdo os efeitos colaterais?

13. Como a dor afetou seu trabalho, lazer e/ou outras atividades?

14. Que outros sintomas, além de dor, vocé apresenta
(fadiga, sonoléncia, depressao etc.)?

15. Em sua opinido, o que significa sentir dor?

16. Alguém na sua familia tem fibromialgia?
Qual o seu parentesco com eles?

17. Com que frequéncia vocé urina?

18. Algum parente seu tem histéria de depressao?
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guintes condigdes: desnaturagio inicial a 95° C por 3 minutos,
seguida de quarenta ciclos a 95° C por 30 segundos, anclamento a
55° C por 30 segundos ¢ a 72° C por 30 segundos para extensao,
seguido pela etapa de extensdo final a 72° C por 10 minutos.

Para o gene do 5-HT2A, os produtos do PCR foram di-
geridos com 3 U de Mspl (Promega) a 37° C, por 18 horas,
e separados em agarose gel a 1%. O alelo 1 (alelo T102)
correspondia a um produto ndo digerido do PCR de 352 bp,
enquanto o alelo 2 (alelo C102) consistia de dois fragmentos
de 220 bp e 132 bp.?

Para os genes da COMT, os produtos do PCR foram dige-
ridos com 3 U da enzima de restri¢do Hsp92 II (Promega) a
37° C, por 18 horas. As bandas foram visualizadas em gel de
poliacrilamida a 8%, ap6s serem coradas com brometo de etidio
(10 mg/mL) por 20 minutos. O genotipo COMT-L/L foi repre-
sentado por fragmentos de 114 bp, 35 bp e 35 bp; o gendtipo
COMT-H/H, por fragmentos de 96 bp, 35 bp, 36 bpe 18 bp; e o
gen6tipo COMT-L/H, por fragmentos de 114 bp, 96 bp, 36 bp,
35bpe 18bp.1*

Anaélise dos dados

Os resultados referentes aos polimorfismos foram analisados
pelo teste de Tukey com o uso do programa SISVAR.

RESULTADOS

Os dados referentes aos pacientes foram obtidos por meio
de um questionario (Quadro 1). A populagdo do estudo era
formada por 102 individuos da mesma origem €tnica e geogra-
fica, incluindo 51 pacientes com diagnoéstico de fibromialgia
(idade média de 50 + 12 anos) ¢ 51 controles saudaveis (45
+ 10 anos). Nao se observaram diferencas significativas em
ambos os grupos (controles e pacientes) com relagdo a idade,
sexo e estado civil. A duracdo média da fibromialgia foi de
7 + 6 anos. Com relagdo a dor muscular, 67% dos pacientes
relataram dor por um periodo de 1-5 anos e 4% se queixaram
de dores musculares por mais de 20 anos (Tabela 1).

Com relagdo ao tratamento farmacoldgico, 58,94% dos
pacientes estavam tomando, ou ja haviam tomado, algum tipo
de anti-inflamatorio para dor muscular, mas relataram que esse
tipo de medicamento so6 produzia alivio temporario. Relaxantes
musculares, mais especificamente ciclobenzaprina, estavam
sendo utilizados, ou ja haviam sido usados, por 69,81% dos
pacientes, mas nem todos os pacientes toleravam esse medica-
mento e relataram efeitos colaterais durante o tratamento. Além
disso, 73,58% dos pacientes estavam tomando ou ja haviam
tomado antidepressivos para o tratamento da fibromialgia. Com
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relag¢@o aos antidepressivos inibidores da recaptagdo de sero-
tonina, os pacientes relataram o uso de fluoxetina (48,97%),
amitriptilina (5,76%), sertalina (5,76%), paroxetina (1,92%)
e citalopram (1,92%), assim como o antidepressivo triciclico
imipramina (9,61%). Apenas 1,96% dos pacientes relatou uso
do ansiolitico alprazolam para o tratamento da fibromialgia.
Tratamentos alternativos incluiram fisioterapia (38,46%),
hidroginastica (25%) e caminhada (23,07%).

Neste estudo, a analise dos polimorfismos do gene do
5-HT2A demonstrou frequéncias de 25,49%, 49,02% ¢ 25,49%,
para os genotipos C/C, T/C e T/T, respectivamente, em pacien-
tes com fibromialgia, e de 17,65%, 62,74% ¢ 19,61%, no grupo
controle, sem diferencas significativas nos trés genotipos entre
pacientes e grupo controle (Tabela 2).

A analise do gene da COMT mostrou frequéncias de
17,65%, 45,10% e 37,25%, para os genotipos H/H, L/He L/L,
respectivamente, nos pacientes com fibromialgia. Essa propor-
¢ao foi de 29,42%, 60,78% e 9,80% no grupo controle, sem
diferencas significativas nos genotipos H/H e L/H entre ambos
os grupos. O resultado mais interessante de nosso estudo foi
a diferenca significativa na frequéncia do gendtipo L/L entre
os pacientes (37,25%) e o grupo controle (9,8%), permitindo
a diferenciacdo entre os dois grupos (Tabela 3).

A analise molecular do polimorfismo do gene 5-HT2A nos
pacientes com fibromialgia demonstrou prevaléncia de 25,49%
do gendtipo homozigoto selvagem, 49,02% do genotipo hete-
rozigoto e 25,49% do genotipo homozigoto recessivo. O poli-
morfismo do gene da COMT mostrou prevaléncia de 17,65%
do genotipo homozigoto selvagem, 45,10% de heterozigotos
e 37,25% de homozigotos recessivos (com predominancia da
mutagdo Met-158-Met) nos pacientes com fibromialgia.

DISCUSSAO

Os resultados deste estudo demonstraram que a analise mo-
lecular do 5-HT2A ndo mostrou relagdo deste polimorfismo
genético com a fibromialgia na populacdo brasileira. Re-
sultados semelhantes foram relatados por Gursoy ef al.? em
pacientes turcos.

Outro mecanismo relacionado com a fisiopatologia da fi-
bromialgia pode ser a disfungdo do gene que codifica a enzima
COMT, que desativa a catecolamina, incluindo a dopamina e os
farmacos que contém dopamina.'® Essa enzima é responsavel
por doengas neuroendodcrinas caracterizadas pela fungao anor-
mal do eixo hipotalamo-hipofise-adrenal.'* Existem diferentes
polimorfismos de nucleotideo tnico (SNPs) que induzem alte-
ragdes funcionais importantes nessa enzima. O polimorfismo de
nucleotideo tnico (rs4680) mais bem estudado ocorre no cédon
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Tabela 1
Caracteristicas dos pacientes com fibromialgia
e controles saudaveis

Pacientes Controles
(n=51) (n=51)
Idade em anos (média + DP) 50+ 12 45+ 10
Duracgdo da doenga em 746 o
anos (média + SD) -
T(1-5)=67% —
. T(5-10) = 15% —
Percentagem de pacientes que
relataram presenca de dor T(10-15) = 8% —
muscular (duragdo em anos)
T (15-20) = 6% —
T(>20)=4% —
Género (feminino/masculino) 49/2 48/3
Casados 33 (65 %) 31 (60%)
Tabela 2

Frequéncia dos polimorfismos do gene do receptor
de serotonina (5-HT2A) nos pacientes com
fibromialgia e controles saudaveis

Genotipo Pacientes (%) Controles (%)
c/C 25,49 17,65
T/C 49,022 62,74
T 25,492 19,612

Valores médios na mesma linha seguidos por diferentes letras sobrescritas
apresentaram diferenca significativa (P = 0,05, teste de Tukey).

Tabela 3

Frequéncia dos polimorfismos da catecol-O-metiltransferase
(COMT) nos pacientes com fibromialgia

e controles saudaveis

Genétipo Pacientes (%)  Controles (%)
H/H 17,652 29,422
L/H 45,10° 60,78°
/L 37,257 9,80°

Valores médios na mesma linha seguidos de letras sobrescritas
apresentaram diferenca significativa (P = 0,05, teste de Tukey).

158, resultando em uma transi¢ao valina para metionina (Val-
158-Met). O genotipo H/H (Val-158-Val) produz uma enzima
eficaz, enquanto o gendtipo L/L (Met-158-Met) produz uma
enzima defeituosa, incapaz de metabolizar as catecolaminas
do sistema de maneira eficaz.'® Neste estudo, a analise do SNP
(rs4680) do gene da COMT mostrou frequéncia de 37,25%
do genotipo LL (Met-158-Met), nos pacientes, ¢ 9,8% nos
controles, demonstrando grande diferenca estatistica capaz de
distinguir ambos os grupos. Gursoy et al.'* observaram uma
associacdo entre a fibromialgia e os gendtipos da COMT em
pacientes turcos, com 73,85% dos pacientes apresentando ativi-
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dade enzimatica baixa ou intermediaria (L/L ou L/H) € 26,2%
com atividade enzimatica elevada (H/H). O genétipo L/L foi o
mais comum nos pacientes estudados. Entretanto, esse genotipo
pode ser apenas mais um fator associado a fibromialgia.

Vargas-Alarcon et al.® compararam seis SNPs do gene
COMT (rs2097903, rs6269, rs4633, 1s4818, 1s4680 e rs165599)
de pacientes da Espanha e do México com fibromialgia. No
grupo de pacientes espanhois, houve associagdo entre fibro-
mialgia e haplotipo da COMT que ja havia sido vinculado a
sensibilidade a dor, mas essa associag@o nao foi observada nos
pacientes mexicanos. Zubieta et al.!” demonstraram que indi-
viduos saudaveis com o gendtipo Val-1258-Val da COMT sao
resistentes a dor. O oposto foi observado em individuos com
polimorfismo Met-158-Met da COMT.’ Na Espanha, Garcia-
Fructuoso et al.'® observaram que pacientes com fibromialgia
e 0 gendtipo Met-158-Met apresentam uma forma mais grave
da doenga quando comparados com aqueles pacientes com o
genotipo Val-158-Val. Entretanto, Tander et al.’® ndo obser-
varam associagdo entre fibromialgia e os polimorfismos dos
genes do 5-HT2A e da COMT, mas ¢é possivel que multiplas
interagdes de diversos sistemas e vias de neurotransmissores
estejam envolvidas na fibromialgia.

Além da associacdo dos gendtipos com as doengas, a
caracterizagdo molecular dos polimorfismos nos genes que
codificam enzimas, transportadores e receptores para o me-
tabolismo dos farmacos, assim como idade, sexo, nutri¢do e
fatores genéticos, podem contribuir para uma grande variedade
de respostas a um farmaco.'? Sadée e Dai*® associaram polimor-
fismos nos genes do HTR2A e COMT, entre outros, a respostas
a determinados farmacos. Estudos futuros nessa area podem
ajudar a estabelecer correlagdo entre esses polimorfismos e
resposta ao tratamento da fibromialgia.

Concluindo, na populacao brasileira estudada, o polimor-
fismo do receptor da serotonina ndo parece estar envolvido
diretamente nos mecanismos da fibromialgia. Por outro lado,
o gendtipo L/L foi mais frequente nos pacientes com fibro-
mialgia do que no grupo controle. Portanto, portadores do
genotipo L/L podem ser mais suscetiveis ao desenvolvimento
dessa sindrome. Ainda que considerando-se uma situagdo
poligénica e fatores ambientais, o estudo molecular do SNP
rs4680 do gene da COMT pode ser util na identificacdo de
individuos suscetiveis.
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