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i. RESUMO

r

Fibromialgia ¢ uma sindrome reumadtica caracterizada por dor difusa e cronica,
freqlientemente associadas a fadiga, distarbios do sono, rigidez matinal, ansiedade, depresséo,
parestesias, dificuldade de memoéria, tontura, cefaléia cronica e, em alguns casos, dispnéia.
Devido ao quadro doloroso e ao carater cronico, a sindrome geralmente tem impacto negativo
na qualidade de vida dos pacientes. Estudos apontam prevaléncia em torno de 2% e 3% na
populacdo adulta, afetando aproximadamente dez a vinte vezes mais mulheres do que
homens. Este estudo se mostra relevante, pois ha poucos estudos mais aprofundados sobre a
epidemiologia da doenca, j4 que a causa e os mecanismos que provocam a fibromialgia nao
estdo perfeitamente esclarecidos. Entretanto, a fibromialgia tem afetado com grande
freqiiéncia pessoas em idade de producdo, e apesar de todos os estudos realizados até hoje,
ndo ha um método diagndstico, nem um tratamento eficaz para tal patologia. Embora os
mecanismos fisioldgicos que controlam a fibromialgia ndo tem sido elucidados precisamente,
fatores neuroendocrinos sdo de grande importancia. Além disso, alguns fatores genéticos ou
mecanismos moleculares podem estar envolvidos na fibromialgia. A diminui¢do de serotonina
e outros neurotransmissores provoca maior sensibilidade aos estimulos dolorosos e podem
estar implicados na diminuicdo do fluxo de sangue que ocorre nos musculos e tecidos
superficiais encontrados na fibromialgia. O objetivo deste estudo foi correlacionar os
polimorfismos do gene receptor de serotonina SHT2A e do gene codifica a enzima catecol -O-
metiltransferase COMT com a fibromialgia. No presente estudo, foram realizadas coletas de
sangue em individuos com fibromialgia para posterior extragio de DNA genomico e
caracterizacdo por digestdo com enzima de restricdo dos polimorfismos do gene 5-HT2A e do
gene COMT comparados com individuos saudéaveis. A andlise do polimorfismo T102C do
gene receptor SHT2A demonstrou que todos os gendtipos nao apresentaram diferengas entre o
grupo com fibromialgia e grupo controle. Entretanto, alguns sintomas tipicos da fibromialgia
podem estar associados ao genotipo T/C, como a politria e historico familiar de depressdo. Os
resultados do polimorfismo do gene COMT demonstraram que os genotipos L/L e L/H nao
foram estatisticamente significativos para distinguir pacientes e controles. Entretanto o
genotipo H/H demonstrou ser estatisticamente significativo e estd associado com a
fibromialgia, assim, esta associacdo abre a perspectiva de um diagndstico precoce para a

doenga.



ii. SUMMARY

Fibromyalgia is a rheumatic syndrome characterized by diffuse and chronic pain,
frequently associated with fatigue, sleep disorders, morning stiffness, anxiety, depression,
paresthesia, memory impairment, dizziness, chronic headache and, in some cases,
breathlessness. Due to its painful and chronic nature, the syndrome generally has a negative
impact on the quality of life of the patients. Studies indicate a prevalence of fibromyalgia in
the adult population ranging from 2 to 3%, with the disease affecting 10 to 20 times more
women than men. This study is relevant because only few detailed investigations on the
epidemiology of fibromyalgia are available and the cause and mechanisms underlying the
disease are not completely understood. Fibromyalgia frequently affects individuals of
productive age, and despite the large number of studies conducted so far, no diagnostic
method or effective treatment is available. Although the physiological mechanisms that
control fibromyalgia have not been precisely established, neuroendocrine factors seem to play
an important role. In addition, some genetic factors or molecular mechanisms might be
involved in the disease. A reduction in serotonin and other neurotransmitters increases the
sensitivity to painful stimuli and might be implicated in the reduced blood flow in muscles
and superficial tissues observed in fibromyalgia. The objective of the present study was to
determine the association of polymorphisms in the serotonin (5-HT2A) receptor gene and in
the gene encoding the enzyme catechol-O-methyltransferase (COMT) with fibromyalgia. In
the present study, blood samples were collected from patients with fibromyalgia for
subsequent extraction of genomic DNA and characterization of 5-HT2A and COMT gene
polymorphisms by restriction enzyme digestion with and the results were compared to healthy
individuals. Analysis of the T102C polymorphism of the 5-HT2A receptor gene demonstrated
no differences in the genotypes studied between the fibromyalgia and control groups.
However, some typical symptoms of fibromyalgia might be associated with the T/C genotype,
such as polyuria and a family history of depression. Analysis of the COMT gene
polymorphism demonstrated no significant difference in the L/L or L/H genotype between
patients and controls. However, a significant difference was observed for the H/H genotype
which is associated with fibromyalgia. Thus, this association opens perspectives for an early

diagnosis of the disease.
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1. INTRODUCAO
1.1 Fibromialgia

Historicamente a fibromialgia, tem sido apresentada por varios séculos sob varios
nomes, incluindo o mais insatisfatorio: “Fibrosite”. Em 1987, a fibromialgia foi reconhecida
como uma sindrome distinta pela American Medical Association, passando entdo a ser
denominada de Sindrome Fibromialgia (SFM) (Chaitow, 2002).

“Fibromialgia ¢ uma sindrome de dor difusa e cronica, caracterizada pela presenga de
pelo menos 11, dos 18 pontos anatomicamente especificos chamados de tender points,
dolorosos a palpacdo de cerca de 4kgf’(Wolfe et al., 1990). A localizagdo desses tender points
¢ apresentada na Figuras 1. Os critérios de diagndsticos da fibromialgia (Figura 2) foram
propostos pelo Colégio Americano de Reumatologia (ACR) em um estudo realizado por
Wolfe e colaboradores (1990).

Segundo Wolfe et al. (1990) a dor difusa ¢ o sintoma principal da fibromialgia, outros
sintomas como rigidez, fadiga, distirbio do sono, parestesia, dificuldades de memoria,
palpitagdo, tontura, sensacao de inchago, dor toracica, cefaléia cronica, ansiedade, depressao,
irritabilidade, zumbido, epigastralgia, dispnéia, enjoo, dificuldade de digestdo, fenomeno de
Raynauld, dismenorréia e cdlon irritavel (Wolfe et al., 1990; Helfenstein & Feldman, 2002;
Riberto & Battistella, 2002).

Tender Points (Pontos de dor):
A- Insercédo do m. occiptal;

B- Ponto médio da borda superior
do Trapézio;

C- Acima da borda medial da
espinha da escapula;

D- Gradante lateral e superior das
nadegas;

E- Posterior a proeminéncia
trocantérica;

F- Face anterior no espago
intertransverso de C5-C7;

G- Juncgédo da segunda

costocondral; \ }
H- A 2 cm do epicondilo lateral; \ r I / (
I- Regido medial proxima a linha do ; j "I { 11 \
joelho. oo Lo =

Fonte: www.saudeemmovimento.com.br

Figura 1: Localiza¢do dos tender points



*Dor difusa: dor no lado esquerdo

do corpo, dor no lado direito do I ’i{ b ""'j
corpo, dor acima da linha da cintura

¢ dor abaixo da linha da cintura. j Ft' i "!'
Adicionalmente dor no esqueleto !
axial (segmento cervical, toracico by

ou lombar da coluna vertebral) deve
estar presente ha pelo menos trés N
meses. g 0
* Dor a palpagdo, com uma pressao

it
de aproximadamente 4kg/cm? em
pelo menos 11 dos 18 tender points
(apontados na ﬁgura ao ladO) Fonte:www.fibromialgia.umh.es

Figura 2: Critérios de diagnosticos da fibromialgia estabelecido em

1990 pelo colégio Americano de Reumatologia

Muitas discussodes tém sido geradas em virtude dos critérios de diagndsticos contarem
apenas com caracteristicas subjetivas, a dor. Pois ndo ha exames laboratoriais ou radiologicos
que confirmem ou excluam o diagnéstico, j4 que os pacientes ndo apresentam alteracdes
evidentes de o6rgdos ou sistemas, apesar dos elevados niveis de dor, fadiga e outros sintomas
associados semelhantes aos pacientes com outras doengas, mas sem uma fisiopatologia

evidente, como na artrite reumatdide (Martinez et al., 1994).

1.2 Epidemiologia

A fibromialgia afeta aproximadamente 10 a 20 vezes mais mulheres do que homens,
sugerindo-se que aspectos neuro-hormonais ou caracteristicas psicologicas podem ser
implicados no que ¢ chamada de “doenca tipica das mulheres”. Ainda assim, acredita-se que
os homens tendem a ser mais brandos, sendo possivel que a fibromialgia em homens esteja
sendo subnotificada (Cavalcante et al., 2006; Dobbro et al., 1998; Yunus et al, 2000).

A faixa etdria em que se consta maior incidéncia da fibromialgia ¢ dos 20 aos 50 anos,
sendo que a idade média do inicio dos sintomas varia entre 29 e 37 anos, ¢ o diagndstico
geralmente ocorre entre os 40 e 50 anos, com uma média de 9,3 anos entre o inicio dos

sintomas e o diagnostico (Brady et al., 2001; Antonio, 2001).



Embora seja uma patologia discreta em relagdo a morbidade e mortalidade, a
fibromialgia gera uma grande incapacidade. As limitacdes nas atividades de vida diaria foram
descritas tdo intensas na fibromialgia quanto na artrite reumatoide (REILLY et al., 1993;
HAWLEY et al., 1991). White et al.(1999), afirmam que a fibromialgia causa um impacto
negativo na qualidade de vida nas pessoas em idade produtiva de trabalho, uma vez que os
sintomas levam a uma perda de fun¢do motora e cognitiva, atingindo a capacidade para o
trabalho e, consequentemente a queda na renda familiar. A incapacidade funcional e a
interferéncia dos sintomas em todas as esferas da vida diaria - trabalho, vida familiar e lazer,
agravam aspectos psicoldgicos como depressao e ansiedade (White et al., 1999).

Pacientes com crises fibromialgicas apresentam quadro clinico tdo agravante quanto os
pacientes com outras doencas cronicas, como artrite reumatodide, cancer, doenga pulmonar

obstrutiva cronica e lupus eritematoso sistémico (Berber et al., 2005).

1.3 Fisiopatologia

A fisiopatologia da fibromialgia ¢ incerta, ha pesquisas que atribuem sua instalacao a
alteragOes sistémicas, metabolicas e neuroquimicas. Muitos doentes ndo identificam eventos
que possam ter desencadeado estes sintomas; os que o fazem, refere-se a infecgdes virais,
traumatismos, anormalidades emocionais ou uso de certos medicamentos (Kaziyama et al,
2005).

As mudangas que ocorrem no tecido envolvido no aparecimento da fibromialgia
iniciam-se através de um predominio simpatico localizado, associado com alteragdes na
concentracdo do ion de hidrogénio e do equilibrio do célcio e so6dio nos fluidos teciduais.
Essas mudangas associam-se a vasoconstri¢do e conseqiiente hipoxia/isquemia. A dor surge
quando tais alteragdes afetam os sensores e proprioceptores da dor. Um espasmo muscular e
contracdes tetdnicas localizadas, nodulares dos feixes musculares, além de uma estimulacio
vasomotora e musculomotora, criam um circulo vicioso de impulsos autoperpetuadores. Ha
padrdes variados € complexos desses sintomas nas areas “gatilho” ou tender points. Sensagoes
como dor generalizadas podem se manifestar, bem como uma modificacdo da atividade
muscular em razdo da contragdo, resultando em encurtamento muscular, espasmo, entre
outros.(Chaitow, 2001).

Os recentes estudos a respeito dos neurotransmissores envolvidos na fibromialgia
chamam a atengdo para a serotonina. Esta tem papel na modulacdo da dor , agindo como um

neurotransmissor inibitorio da liberagdo de substincia P pelos neurdnios aferentes,



provenientes de um estimulo nociceptivo periférico. Os estudos t€ém demonstrado uma
diminui¢ao do nivel de serotonina, além de seus precursores (triptofano) e metabolitos (dcido
5-hidroxiindolacético) no soro sangiiineo dos pacientes com fibromialgia, comparados a
individuos controle. Essa alteragdo a nivel plasmatico poderia explicar a amplificacdo da dor
no pacientes (Wolfe et al., 1997; Russel , 1998)

Pacientes com fibromialgia sdo mais vulneraveis a estresse e apresenta maior
sensibilidade a dor. O estresse diario como insOnia, barulho e luz excessiva comumente tém

um impacto mais negativo em pacientes com fibromialgia (Davis et al., 2001).

1.4 Tratamento

O tratamento continua sendo um desafio para os profissionais da saude, mas a idéia
principal de tratamento inclui o controle da dor e da fadiga, a melhora do padrido do sono, o
controle das anormalidades do humor, a melhora da funcionalidade e reintegracao
psicossocial. Ha, portanto necessidade de interagdo assistencial interdisciplinar. O
desconhecimento da fisiopatologia dificulta o estabelecimento de estratégias terapéuticas para
doentes com fibromialgia. A preven¢do da recorréncia dos sintomas melhora a qualidade de
vida e também sdo fundamentais na reabilitacdo dos doentes com fibromialgia.

Segundo McCain (1994), apenas 50% dos doentes melhora apds as intervencdes
disponiveis. Entre as intervengdes terapéuticas estdo os tratamentos com psicotropicos
associados a analgésicos sdo mais eficazes do que o placebo, porém proporcionam apenas
uma melhora da dor, da fadiga, da rigidez e das anormalidades do sono ndo REM (Kaziyama
et al, 2005).

Além disso, uma ampla gama de suplementos (vitaminas; minerais; aminoacidos;
enzimas; melatonina; ervas medicinais e  antioxidantes) ¢ usada no tratamento da
fibromialgia, mas sem comprovacao terapéutica (Chaitow, 2002).

Assim sendo a fibromialgia continua sendo uma doenca de cura incerta, o que acaba

provocando sentimentos de vulnerabilidade e desamparo ao paciente (Berber et al., 2005).

1.5 Genética molecular

Crescentemente um dos objetivos na medicina molecular ¢ a caracterizagdo de
mutagdes ou polimorfismos no DNA genomico (ou em mRNA) e sua correlagdo com

prognosticos. Isso € realizado em trés niveis:



* No nivel populacional com objetivo de encontrar mutagdes ou polimorfismos para
efeito de “screening” genético, para prevenir as doencgas genéticas mais comuns;

* No nivel de familias transmitindo doencas hereditarias, para definir a mutacdo
responsavel e prestar aconselhamento genético, bem como o diagndstico pré-natal ou mesmo

pré-concepcao;

* No nivel de tumores onde genes que ocorrem mutagdes que contribuem para o surgimento

dos oncogenes (do grego onkos= tumor) (Boim, 2003).

Recentes estudos no campo da biologia molecular tém confirmado a importancia da
genética no estudo dos fatores envolvidos na etiologia de disordens afetivas e possivelmente a
fibromialgia. Pesquisas tém correlacionado o mau funcionamento do sistema de receptores de
serotonina em pacientes com fibromialgia e outras disordens afetivas (Wolfe et al. 1997). Os
sintomas de ansiedade e neurose foram atribuidos a um polimorfismo no promotor do gene
que regula o transporte de serotonina, o transportador de serotonina ¢ responsavel pela
inativag@o da liberacdo de serotonina no complexo sinaptico. A possibilidade da contribuicdo
da serotonina (5-HT) na etiologia da doenca se deve ndo apenas na eficacia de recaptadores de
serotonina na reducdo das dores cronicas, mas também aos baixos niveis de serotonina no
sangue e aos baixos niveis do acido 5-hidroxi-indolacético (5-HIAA) no fluido cerebroespinhal em
pacientes com dores idiopaticas (Bondy et al., 1999). A disfun¢do para serotonina esta
relacionada com a fisiopatologia da fibromialgia, causando uma perda na qualidade do sono, e
dores severas pelo corpo. Polimorfismos, de subunidades de genes receptores de serotonina
HTR3A e HTR3B e 5SHT2A também podem estar relacionados com a fisiopatologia da
doencga (Bondy et al., 1999; Giirsoy et al., 2001; Frank et al., 2004).

Além disso, a fibromialgia também pode estar associada com a disfuncdo
neuroenddcrina caracterizada por uma fung¢ao anormal da adrenal-pituitaria-hipotalamo,
incluindo a hiper atividade do hormoénio adrenocorticotropico, relacionado com resposta
adrenal diminuida. A enzima Catechol-O-methyltransferase (COMT) inativa as
catecolaminas. Estudo realizado demonstrou uma correlagdo do polimorfismo de COMT em
pacientes com fibromialgia, caracterizando a proteina responsavel por alguns sintomas da

doenga (Giirsoy et al, 2003).



1.6 Banco de material genético:

O armazenamento de amostras € uma pratica comum em laboratérios do mundo
inteiro. Contudo, o armazenamento isoladamente nao ¢ um procedimento que traz efetivos
beneficios para o proprio paciente. Logo, os dados dos bio-bancos somente se justificam se
utilizados para fins de pesquisa, que na area da satde pode ser rapidamente transposta para
as atividades diagnosticas e terapéuticas, resultando em beneficios para a sociedade. De
acordo com a finalidade principal da sua obtencdo, os bancos podem ser diferenciados em
bancos de pesquisa e de diagndstico. Os bancos de pesquisa sdo formados por DNA
obtidos de individuos, de familiares e, algumas vezes, de populacdes inteiras, sabidamente
portadoras ou afetadas por uma caracteristica genética. As informagdes obtidas a partir
destas amostras também podem ser utilizadas em aconselhamento genético, ou seja, na
detec¢do de portadores ou estabelecimento de possiveis prognosticos (Mir et al., 2004).
Assim sendo, através da confec¢do de um banco de DNA ¢ possivel realizar estudos de
polimorfismos ligados a fibromialgia, contribuindo desta forma para um diagndstico pré-

sintomatico da doenca.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Correlacionar os polimorfismos do gene SHT2A e do gene COMT com a

fibromialgia.

2.2 Objetivos especificos

Confec¢do de um Banco de DNA no Departamento de Biotecnologia da UNAERP a

partir do sangue de pacientes com fibromialgia.

Amplificacdo do gene SHT2A e do gene COMT em pacientes com fibromialgia,

comparados com individuos controles.

Analise dos dados epidemioldgicos da doenga obtidos através da aplicagdo dos

questionarios.



3. JUSTIFICATIVA

Este estudo se mostra relevante, uma vez que pouco tem sido pesquisado no campo
da epidemiologia da doenga, uma vez que a causa € 0S mecanismos que provocam a
fibromialgia ndo estdo perfeitamente esclarecidos. Entretanto, a Fibromialgia tem afetado com
grande freqiiéncia pessoas em idade de producdo, e apesar de todos os estudos realizados até
hoje, ndo ha um método diagnostico, nem um tratamento eficaz para tal patologia. Embora os
mecanismos fisioldgicos que controlam a fibromialgia ndo tem sido elucidados precisamente,
fatores neuroendocrinos sdo de grande importancia. Além disso, alguns fatores genéticos ou
mecanismos moleculares podem estar envolvidos na fibromialgia. A diminuigdo de serotonina
e outros neurotransmissores provoca maior sensibilidade aos estimulos dolorosos e podem
estar implicados na diminuicdo do fluxo de sangue que ocorre nos musculos e tecidos
superficiais encontrados na fibromialgia.

A serotonina (5-HT) é um neurotransmissor chave no sistema nervoso central. E
sugerido que a disfuncdo serotonérgica possa estar envolvida na patofisiologia da sindrome de
fibromialgia (FS) o que torna importante a confec¢do de um banco de DNA e a detec¢do dos
polimorfismos dos receptores de serotonina em pacientes com fibromialgia, no sentido de
estabelecer uma possivel associacdo destes polimorfismos com a doenga. A fibromialgia
também pode estar associada com a disfun¢do neuroendocrina caracterizada por uma fungéo
anormal da adrenal-pituitaria-hipotdlamo, incluindo a hiper atividade do hormonio
adrenocorticotropico, relacionado com resposta adrenal diminuida. A enzima Catechol-O-
methyltransferase (COMT) inativa as catecolaminas. Estudo realizado demonstrou uma
correlacdo do polimorfismo de COMT em pacientes com fibromialgia, caracterizando a

proteina responsavel por alguns sintomas da doenga (Giirsoy et al, 2003).



4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Local de desenvolvimento do estudo

Os pacientes com fibromialgia que fizeram parte deste trabalho foram atendidos no
Centro Clinico Electro Bonini da Unaerp, voluntarios saudaveis ndo submetidos a nenhum
membro do grupo de estudo foram utilizados como controle. As amostras foram processadas
no Laboratorio de Biologia Molecular do Deparatamento de Biotecnologia em Plantas
Medicinais da Unaerp.

Todos os pacientes e controles foram informados do termo de consentimento e
submetidos a um questionario para auxiliar na etiologia da doenga (anexo 1). O projeto foi
submetido e aprovado pela comissdo de ética em pesquisa com seres humanos desta

Universidade e todas as medidas necessarias foram tomadas (anexo 2).

4.2 Descricao da amostra

Amostra consistia de 51 individuos com diagnosticos de fibromialgia, e 51 individuos

saudaveis.

4.2.1 Selecao dos sujeitos e avaliacio médica

O critério de inclusdo dos pacientes foi estabelecido com base nas caracteristicas
clinicas da sindrome (dor generalizada, que persiste por no minimo trés meses, fadiga, sono
ndo restaurador, presenca de no minimo 11 tender points), sendo que individuos que
apresentavam outras enfermidades reumadticas e enddcrinas associadas a fibromialgia também
foram incluidas. O diagnéstico da fibromialgia foi baseado no critério desenvolvido pelo
Colégio Americano de Reumatologia (ACR) de 1990, realizado no presente trabalho pela
Profa Dra Lucienir Maria da Silva, reumatologista do Centro Clinico Electro Bonini da

Unaerp.

4.3 Coleta de dados

4.3.1 Entrevista

Para cada paciente foi aplicado um questionario (em anexo) contendo informacoes

referentes a epidemiologia da doenga.



4.3.2 Coleta de sangue

Para confeccionar o banco de DNA e analisar os polimorfismos genéticos em
pacientes diagnosticados com fibromialgia, utilizamos 5ml de amostras de sangue periférico
coletados com sistema Vacuntainer' ™, e mantidos em tubos Vacutainer™ contendo

anticoagulante K,EDTA(7,2mg) .
4.4 Extracdo de DNA

O DNA foi extraido a partir de 300ul das amostras de sangue utilizando o Kit DNA

purification System da Promega, ou Wizard da Promega, seguindo as instru¢des do fabricante.
4.5 Detecio dos polimorfismos do gene SHT2A

Utilizamos os primers HT2AFWD 5 -CCTCATCTGCTACAAGTTCTGGCTT-3’ e
o HT2A-REV 5-GCATTCTGCAGCTTTTTCTCTAGGG- 3’ modificados a partir de
Gursoy et al. (2001), para amplificar o DNA gendomico dos pacientes e dos controles. A

reacdo de PCR foi realizada utilizando os seguintes reagentes:

Tampao de PCR 10x Sul
Solugdao ANTP (2mM de cada 2 ul
Dntp*)

Primer HT2A-FWD (10uM) 1,5 ul
Primer HT2A-VER (10puM) 1,5 pl
Taq Polimerase (5U/uL) Tul

DNA gendmico (1ug) Sul
Agua deionizada 34ul
Volume Total 50 pl




* A partir de uma solucdo estoque de 100mM, 2uL de cada ANTP foram adicionados

em 98uL de agua.

O protocolo de amplificacdo dos insertos foi realizado em um termociclador PTC-
100 Programmable Thermal Controller com capacidade para 96 amostras: 40 ciclos a 95°C
por 3 minutos, 95°C por 30 segundos, 55°C por 30 segundos e 72°C por 30 segundos, seguida
por uma extensao final de 10 minutos a 72°C, ciclo descrito por Gursoy, 2001.

Para avaliar a qualidade da amplificacdo dos genes, foi realizado eletroforese em gel
de agarose a 1% em tampdo TAE 1X (Tris-acetato 0,04 M, EDTA 0,001 M) contendo
brometo de etideo (10 mg/mL) a 80V, durante 1 hora e 30 minutos. A visualizagao das bandas
foi realizada utilizando transiluminador U.V.

A digestdo do produto de PCR, foi realizada utilizando a enzima de restricdo Mspl
(Promega), ¢ uma enzima de corte freqliente com sitio de restricdo 5°...CYCG G....3"

3°...G GCAC..5

A digestdo foi realizada a 37°C por 18 horas em um banho-maria.

Enzima Mspl 0,33ul (10U/uL)
Tampao 10x 3ul
Agua deionizada 1,66ul
Produto da reacdo de PCR 25ul
Volume Total 30 ul

Para avaliar o resultado da digestdo do produto de PCR, foi realizado eletroforese em
gel de agarose a 2% em tampdo TAE 1X (Tris-acetato 0,04 M, EDTA 0,001 M) contendo
brometo de etideo (10 mg/mL) a 80V, durante 1 hora e 30 minutos. A visualizacdo das bandas

foi realizada utilizando transiluminador U.V.

4.6 Detecgao dos polimorfismos do gene COMT

Utilizamos os primers COMT FWD 5’-GGAGCTGGGGGCCTACTGTG-3" ¢ o
COMT REV 5’-GGCCCTTTTTCCAGGTCTGACA-3’ para detectar a transi¢do G-A na



posicdo 1947 amplificando o DNA gendmico dos pacientes e controles. Para reagdo de PCR

foram utilizadas as seguintes concentragdes € volume:

Tampao de PCR 10x Sul
Solug¢do dNTP (2mM de cada 2 ul
dNTP¥*)

Primer COMT-FWD (10uM) 1,5 pl
Primer COMT-REV (10uM) 1,5 ul
Taq Polimerase (5U/puL) 1pl
DNA gendmico (1pg) Sul
Agua deionizada 34ul

Volume Total 50 pl

O protocolo de amplificagdo dos insertos foi realizado em um termociclador PTC-100
Programmable Thermal Controller com capacidade para 96 amostras: 40 ciclos a 95°C por 3
minutos, 95°C por 30 segundos, 55°C por 30 segundos e 72°C por 30 segundos, seguida por
uma extensdo final de 10 minutos a 72°C.

Para avaliar a qualidade da amplificagdo dos genes, foi realizado eletroforese em gel
de agarose a 1% em tampdo TAE 1X (Tris-acetato 0,04 M, EDTA 0,001 M) contendo
brometo de etideo (10 mg/mL) a 80V, durante 1 hora e 30 minutos. A visualizagao das bandas
foi realizada utilizando transiluminador U.V.

A digestao do produto de PCR, foi realizada utilizando a enzima de restri¢do Hsp92 II
(Promega), ¢ uma enzima de corte freqiiente com sitio de restri¢do 5°... CATGV..3"

3"...AGTAC .5

A digestdo foi realizada a 37°C por 18 horas em um banho-maria.



Enzima Hsp92 11 0,33ul (10U/uL)
Tampao 10x 3ul

Agua deionizada 1,66ul

Reacdo de PCR 25ul
Volume Total 30 ul

As digestdes foram resolvidas em um gel de poliacrilamida (8%), em uma cuba Hoefer
de eletroforese vertical, com tampdo TAE 1X. As bandas de DNA digeridos foram

visualizadas apos coloragdo com brometo de etideo (20 minutos em solu¢do com brometo de

etideo).

4.7 Sequenciamento dos produtos de PCR

Para confirmar os polimorfismos obtidos, os produtos de PCR foram seqiienciados
pela metodologia de Sanger et al., 1977, utilizando- se a enzima T7 DNA polimerase Versao
2.0 (Pharmacia) e primers universais (forward e reverse), a corrida foi no ABI 377 por 8
horas. As seqiiéncias foram resolvidas em gel de poliacrilamida 6%, na presenca de 8M de
uréia.A andlise das seqiiéncias foi feita em banco de dados com o programa BLAST

disponivel na Internet (www.ncbi.nlm.nih.gov) .

4.8 Analise dos dados

Para analise dos resultados dos polimorfismos genéticos foi utilizado o teste Tukey no

programa SISVAR.




5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Dados dos questionarios

O grupo com individuos diagnosticados com fibromialgia foi composto por 51
individuos com idade média e desvio padrao 50 £12 anos (Figura 3). No total, somente 2
individuos eram do sexo masculino. Os pacientes apresentavam um tempo de dor em média

7+ 6 anos (Figura 4). No grupo estudado 65% dos individuos eram casados (Figura 5).

ldade dos Pacientes
17% 6%
12%
29%
36%
O 20-30 anos O 30-40 anos 0 40-50 anos
0O 50-60 anos O >60 anos

Figura 3: Grafico demonstrando a idade dos individuos
com Fibromialgia

Tempo com dor

6% 4%
8%

15%

67%

[J1-5 anos 0 5-10 anos 0 10-15 anos
0 15-20 anos 0 >20 anos

Figura 4: Grafico do periodo (em anos) de sintomas de dores
musculares reportados pelos pacientes com Fibromialgia
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Figura 5- Grafico demonstrando o estado civil dos individuos com
Fibromialgia

Sobre os tratamentos medicamentosos os resultados preliminares demonstraram que
58,49% dos pacientes fazem uso ou ja usaram algum antiinflamatorio para aliviar as dores
musculares, mas relatam que com o uso desta categoria de medicamento ocorre apenas um
alivio temporario da dor. Com relagdo aos relaxantes musculares, especificamente o
Ciclobenzaprina, 69,81%fazem uso ou ja usaram, porém nem todos os pacientes tiveram boa
adaptacdo a este medicamento, relatando ocorrer efeitos colaterais durante o tratamento.
73,58%utilizam ou ja utilizaram antidepressivo no tratamento da Fibromialgia. Entre os
antidepressivos 48,07% destacam-se usando Fluoxetina, 5,76%usam Amitriptilina,
5,76%usam Sertralina , 1,92% usam Cloridrato de Paroxetina e¢ 1,92% usam Citalopran, todos
citados anteriormente classificam-se como antidepressivos inibidores da recaptacao de
serotonina, mas também ocorre o uso de antidepressivos triciclicos, na qual 9,61%usam
Imipramina. Os resultados também demonstraram que apenas 1,96 utilizam Alpazolam
(Ansiolitico) para o tratamento da Fibromialgia (Figura 6).

Muitas pessoas procuram outros tratamentos para alivio do quadro de dor. Entre estes
tratamentos estdo a Fisioterapia com 38,46%dos pacientes, Hidroginastica com 25% e

Caminhada com 23,07%dos pacientes.
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M Fluoxetina
40 Sertralina
O Imipramina
- M Ciclobenzaprina + Fluoxetina
30 M Ciclobenzaprina + Sertralina
M Ciclobenzaprina + Imipramina
Fluoxetina
20 Sertralina
B Imipramina
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0
Antidepressivo Antidepressivo Antidepressivo
+Relaxante sem relaxante
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Figura 6: Tipos de medicamentos (em porcentagem) utilizados no tratamento de
pacientes com fibromialgia



5.2 Detecc¢io dos polimorfismos do gene SHT2A

Na Figura 7, é possivel observar a digestdo do produto de PCR amplificado pelo
primer SHT2A utilizando a enzima Msp L.

M 1234 5678 9101112131415161718 19202122 23242526 272829 30
12000 ——
=

1000

200

M 31 3233 343536 3738 39 40 4142 43 4445 46 4748 49 50 5152 53 54 55 56
=

Figura 7: Eletroforese em gel de agarose 2,0% demonstrando a
digestao esperada do produto de PCR com o primer SHT2A.

M- Marcador de peso molecular 1Kb Plus Invitrogen(1p.g);

Pogos : 1-55 produto de PCR de individuos com Fibromialgia
Poco 56- controle negativo

Recentemente o polimorfismo no gene SHT2A foi identificado e definido como uma
transicdo T — C na posi¢do 102. Este gene possui dois alelos 1 e 2 e trés gendtipos: T/T que
possui apenas uma banda de 342pb; T/C uma banda de 342 uma de 215 ¢ 126 ¢ C/C uma
banda de 215 e outra de 126 (Giirsoy et al.; 2001). Neste trabalho, foram analisados 51
pacientes com fibromialgia e 51 individuos controle, o diagndstico dos polimorfismos
evidenciou que nos pacientes com fibromialgia as freqiiéncias foram 25.49% C/C, 49.02%
T/C e 25.49% T/T e no grupo controle estdo presentes com 17.65% C/C, 62.74% T/C e
19.61% T/T (Tabela 1). Para analisar estes resultados realizou-se o teste Tukey no programa
Sisvar com p= 0,05, demonstrando que os trés gendtipos nao possuem diferencas
significativas entre o grupo com fibromialgia e grupo controle. Porém, alguns sintomas
tipicos da fibromialgia, podem estar mais presentes no genotipo T/C, como a politria e
historico familiar de depressao (Tabela 2). Os resultados do presente trabalho contradizem os
obtidos por Giirsoy et al. (2001) que demonstraram que os pacientes com fibromialgia de
gendtipo T/T apresentam mais sintomas psiquiatricos do que os gendtipos T/C e C/C. Este

fato pode ser devido a diferencas populacionais nos diferentes paises, e também



possivelmente a ndo digestdo da banda 342pb que geraria o gendtipo T/C. As amostras de
genotipo T/T (que gera uma banda tnica de 342pb) foram novamente digeridas para
confirmar os resultados e constatamos que a maioria das amostras possuiam genotipo T/C
(bandas de 342, 215 e 126pb).

Pesquisas tém correlacionado o mau funcionamento do sistema de receptores de
serotonina em pacientes co FM e outras disordens afetivas (Wolfe et al. 1997). Os sintomas de
ansiedade e neurose foram atribuidos a um polimorfismo no promotor do gene que regula o
transporte de serotonina. O transportador de serotonina ¢ responsavel pela inativagdo da
liberagdo da serotonina no complexo sinaptico. Pacientes com Fibromialgia apresentam uma
maior frequéncia deste genotipo em relagdo ao controle, apresentando sintomas de depressao
e estresse psicologico. A disfuncdo para serotonina estd relacionada com a fisiopatologia da
FM, causando uma perda na qualidade de sono, e dores severas pelo corpo. Polimorfismos, de
subunidades de genes receptores de serotonina SHT2A e 5SHT2B também podem estar
relacionados com a fisiopatologia da doenga (Frank et al., 2004). Estes resultados reforcam a
evidéncia da relagdo dos distarbios do metabolismo da serotonina com os sintomas de
disordens afetivas em pacientes com Fibromialgia. Estudos genéticos adicionais com um

maior numero de amostras sao promissores nesta area.

Tabela 1: Freqiiéncia dos polimorfismos do gene SHT2A dos pacientes com fibromialgia e

individuos controle .

Genodtipos N Pacientes (%) N Controle (%)
C/C 25,49° 17,65°
T/C 49,02 ° 62,74°
T/T 25,49*° 19,61°

M¢édias com letras diferentes, na mesma linha, diferem p=0,05 pelo teste Tukey.



Tabela 2: Relagdo entre a frequéncia(em %) dos polimorfismos do gene SHT2A e dados

epidemioldgicos da fibromialgia obtidos através da aplicacdo do questionario.

Genotipos Poliuria Depressao Familiar
c/C 25,80 22,22
T/T 25,80 25,93
C/IT 48,40 51,85

5.3 Detecc¢io dos polimorfismos do gene COMT

O polimorfismo COMT ¢ caracterizado pela transicido G-A na posi¢ao 1947 no

COMT. Na Figura 8 ¢ possivel observar um fragmento contendo 185pb.
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Figura 8: Eletroforese em gel de agarose 1,5% demonstrando a amplificacdo da banda esperada
de 185pb do DNA gendmico extraido a partir das amostras de sangue coletadas.

M- Marcador de peso molecular 1Kb Plus Invitrogen(1pg)

Pocos 1-41- DNA gendmico de pacientes com fibromialgia

Pogo 42- Controles negativos



Na Figura 9, é possivel observar a digestdo do produto de PCR amplificado pelo

primer COMT utilizando a enzima Hsp92 II.

Figura 9: Eletroforese em gel de poliacrilamida 8,0% demonstrando a digestdo esperada do
produto de PCR com o primer COMT.

M- Marcador de peso molecular 10 bp Invitrogen(1pg);

Pocgo 1-9- produto de PCR de individuos controle.

O polimorfismo COMT ¢ representado por trés genotipos: genotipo L/L esta presente
um fragmento de 114pb, 36pb e35pb; H/H 96pb, 35pb, 36pb e 18pb e o gendtipo H/L O
polimorfismo COMT ¢ representado por trés gendtipos: gendtipo L/L esta presente um
fragmento de 114pb, 36pb e35pb; H/H 96pb, 35pb, 36pb e 18pb e o genodtipo H/L 114pb,
96pb, 36pb, 35pb e 18pb. O fragmento de 18 pb ¢ dificil de visualizar devido ao seu pequeno
tamanho que ¢ similar ao excesso de primer. Na Figura 10 é possivel visualizar os trés
gendtipos. No pogo 11 temos um exemplo de geno6tipo H/H, no poco 12 o genotipo L/L, e na

poco 13 o genodtipo H/L.
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Figura 10: Eletroforese em gel de poliacrilamida 8,0%

demonstrando a digestdo esperada do produto de PCR com o primer
COMT.

M- Marcador de peso molecular 10 bp Invitrogen(1pg);

A andlise dos polimorfismos evidenciou que nos 51 pacientes com fibromialgia as
freqiiéncias foram 15 L/L, 10 H/H, 26 H/L; e nos 51 individuos controle 17 L/L; 0 H/H; 34
HL, como podemos observar na Tabela 3 . Através da analise estatistica pelo Teste Tukey no
programa Sisvar com p= 0,05, os resultados demontraram que os gendtipos L/L e L/H nao
foram estatisticamente significativos para distiguir pacientes e controles. Entretanto o
genotipo H/H demonstrou ser estatisticamente significativo, o que pode ser utilizado num
teste diagnostico, ja que nenhum individuo da amostra controle nao apresentou este genotipo.
Os resultados do presente trabalho contradizem Giirsoy et al. (2003) que observou o gendtipo
H/H mais presente no grupo controle, ¢ os genotipos L/L e L/H mais presente nos pacientes
com fibromialgia. A diferenca dos resultados pode ser devida a forma de andlise dos

resultados pois a digestdo das amostras foi visualizada em gel de poliacrilamida 8%, enquanto



as de Giirsoy et al.(2003) em gel de agarose 4%, o que pode ter dificultado a visualiza¢do das

bandas e consequentemente a frequéncia dos genotipos.

Tabela 3: Freqiiéncia dos polimorfismos do gene COMT dos pacientes com fibromialgia e

individuos controle

Genodtipo N Pacientes (%) N Controle (%)
L/L 29,41° 33,33¢

L/H 50,98 ¢ 66,67 °

H/H 19,61° 0°

Meédias com letras diferentes, na mesma linha, diferem p=0,05 pelo teste Tukey.

Wolfgang Sadée et al (2005) associaram os polimorfismos dos genes HTR2A, COMT,
entre outros, com a resposta a determinados farmacos. Além disso, varios fatores contribuem
para a variacao de resposta a droga incluindo idade, sexo, peso corporal, nutri¢do, funcdo dos
orgios, infec¢des, interagdo medicamentosa e fatores genéticos. A associacdo dos
polimorfismos de genes codificadores de enzimas, tranportadores e receptores de
metabolizacdo de drogas contribuem para a variabilidade a resposta para com farmaco,

objetivo deste estudo da farmacogenética.

5.4 Sequenciamento dos produtos de PCR amplificados

Os produtos de PCR foram seqiienciados para confirmar a amplificacdo da banda
esperada e posterior digestdo. A Figura 11 mostra a homologia da seqiiéncia do produto de

PCR com a do receptor de serotonina SHT2A depositado no banco de dados.



Homo sapiens 5-hydroxytryptamine (serotonin) receptor 2A, mRNA
(cDNA clone MGC:103939 IMAGE:30915332), complete cds
Length=1480

Score = 601 bits (301), Expect = 4e-169
Identities = 340/346 (98%), Gaps = 2/346 (0%)
Strand=Plus/Plus
Query 5 ATCTGCTACAAGTTCTGGCTTAGACATGGATATTCTTTGTGAAGAAAATACTTCTTTGAG 64
FErrrrrrerrerr et errrr et et e ettt
Sbjct 3 ATCTGCTACAAGTTCTGGCTTAGACATGGATATTCTTTGTGAAGAAAATACTTCTTTGAG 62

Query 65 CTCAACTACGGAACTCCCTAATGCAATTAAATGATGACACCAGGCTCTACAGTAATGACT 124

FEEEEEEErE et et e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 63  CTCAACTACG-AACTCCCTAATGCAATTAAATGATGACACCAGGCTCTACAGTAATGACT 121

Query 125 TTAACTCTGGAGAAGCTAACACTTCTGATGCATTTAACTGGRCAGTSGGRCTCTGAAAAT 184

FErrrrrrrrerrerrrrerrrerrrerrrrrrrrrrrr e reer b rrrr e
Sbjct 122 TTAACTCTGGAGAAGCTAACACTTCTGATGCATTTAACTGGACAGTCG-ACTCTGAAAAT 180

Query 185 CGAMCCAACCTTTCCTGTGAAGGGTGCCTCTCACCGTCGTGTCTCTCCTTACTTCATCTC 244

FEEtErr e e et e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 181 CGAACCAACCTTTCCTGTGAAGGGTGCCTCTCACCGTCGTGTCTCTCCTTACTTCATCTC 240

Query 245 CAGGaaaaaaaCTGGTCTGCTTTACTGACAGCCGTAGTGATTATTCTAACTATTGCTGGA 304

FEErrrrrrrrrrrrr et e e e e e e et e e e e e e e
Sbjct 241 CAGGAAAAAAACTGGTCTGCTTTACTGACAGCCGTAGTGATTATTCTAACTATTGCTGGA 300

Query 305 AACATACTCGTCATCATGGCAGTGTCCCTAGAGAAAAAGCTGCAGA 350

FEEEEEEErrrr e et et e e e e e e e e e
Sbjct 301 AACATACTCGTCATCATGGCAGTGTCCCTAGAGAAAAAGCTGCAGA 346

Figura 11: Alinhamento da seqiiéncia do produto de PCR com a seqiiéncia do gene receptor

da serotonina depositada no banco de dados.




A Figura 12 mostra a homologia da seqiiéncia do produto de PCR com a enzima

Catechol-O-methyltransferase (COMT) depositado no banco de dados.

Homo sapiens catechol-O-methyltransferase (COMT) gene, complete
cds
Length=30328

Score = 288 bits (144), Expect = 6e-75
Identities = 176/185 (95%), Gaps = 3/185 (1%)
Strand=Plus/Minus

Query 6 CTTTTTCCAGGTCTGACAACGGGTCAGGCATGCACACCTTGYCCTTCACGCCAGCGAAAT 65

FEErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrerr e e e rrr et trrrr e e
Sbjct 23801 CTTTTTCCAGGTCTGACAACGGGTCAGGCATGCACACCTTGTCCTTCACGCCAGCGAAAT 23742

Query 66 NCACCATCCGCTGGGTGATGGCGGCACAGTCNGGGGTTGATCTCGATGGTGATCTAGYCT 125

Frererrrrrrrerrrrrrrrrrrrerert rerrrrrrrrrrrrrr et
Sbjct 23741 CCACCATCCGCTGGGTGATGGCGGCACAGTC-GGGGTTGATCTCGATGGTGAT-GAGCCT 23684

Query 126 C-NCCCTGGTGACAGCNGGCGGGCCATGCGCACAGCTGAGTAGCCACAGTAGGCCCCCAG 184

Foorrrrrrrrreerr rrrrrrrrrrr e e e e e e e
Sbjct 23683 CGCCCCTGGTGACAGCAGGCGGGCCATGCGCACAGCTGAGTAGCCACAGTAGGCCCCCAG 23624

Query 185 CTCCA 189
(N
Sbjct 23623 CTCCA 23619

Figura 12: Alinhamento do produto de PCR com a seqiiéncia do gene COMT depositada no

banco de dados.

6. CONCLUSAO

A analise do polimorfismo T102C do gene receptor SHT2A demonstrou que os trés
genotipos (T/T, C/C, T/C) ndo apresentaram diferengas entre o grupo com fibromialgia e
grupo controle. Porém, alguns sintomas tipicos da fibromialgia podem estar associados ao
gendtipo T/C, como a politria e historico familiar de depressao.

Os resultados do polimorfismo COMT demonstraram que os genétipos L/L e L/H ndo
foram estatisticamente significativos para distiguir pacientes e controles. Entretanto o
gendtipo H/H demonstrou ser estatisticamente significativo, pois estd presente apenas no

grupo com fibromialgia.
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ANEXO 1:

Questionario:

1- Idade?

2- Profissao?

3- Estado civil?

4- Tem filhos? Quantos?

5- A quanto tempo voce esta sentindo dor?

6- A quanto tempo foi diagnosticado a Fibromialgia?

7- Ja vez ou esta fazendo algum tratamento para Fibromialgia? Quais?
8- Vocé usa medicamentos antiinflamatorios? Quais?

9- Qual a dosagem?

10-  Quais os efeitos colaterais?

11-  Vocé esta tomando relaxantes musculares? Se estiver, quais sio eles?

12-  Qual a dosagem?

13- Quais os efeitos colaterais?

14-  Que outros tratamentos vocé fez ou estd fazendo para relaxar a tensdo muscular?
( )Massagem ( )Acupuntura ( )Aplicacdo de calor ou frio ( )Alongamento

( )Injecao nos pontos dolorosos ( )Outros

15-  Vocé esta tomando antidepressivos?

16-  Qual a dosagem?

17-  Quais os efeitos colaterais?

18-  Vocé estd tomando medicamentos para controlar a ansiedade?

19-  Qual a dosagem?

20-  Quais os efeitos colaterais?

21- Como a dor afetou sua maneira de trabalhar, se divertir e executar outras atividades?
22-  Além da dor, que outros sintomas vocé experiéncia (Fadiga, insonia, depressao etc)?
23-  Para vocé o que significa sentir dor?

24-  Alguém da sua familia tem Fibromialgia? Qual o grau parentesco?

25-  Qual a freqiiéncia de vontade de urinar?

26- Algum parente tem historico de depressao?

27-  Se for o caso, quais os efeitos colaterais e/ou efeitos benéficos observados com o

tratamento fitoterapico? Qual a dosagem e tempo de tratamento?



ANEXO 2:

K

ey Frader
Camrmi

Ribeirdo Preto, 29 de Novembro de 20035,
Prezada Senhora,

Vimos por meio desta informar que Comité de Etica em Pesquisa da UNAERP -
Universidade de Ribeirio Preto amalisou ¢ aprovou sem restrigdes, o Projeto intitulado
“Deteccio de polimorfismos genéticos em pacientes com fibromialgia e avaliagio do efeito
sedativo de Valeriana Officinalis em ratos submetidos a dor exagerada apds estimulaciio
sensorial”®, tendo como pesquisadora “Prof Ana Lician Fachin Saltorstto™, bem como o
respectivo Termo de Consentimento Livre ¢ Esclarecido, em reunifio ocorrida na data de 29 de
Novembro de 20035, regisirado sobre o Comét: 054/05.

Temos ciéncia de que os estudos estio sendo conduzidos na Universidade de
Ribeirio Preto - UNAERP.

Solicitamos que a senhora encaminhe os relatorios parciais e finais, bem como
envie-nos possiveis emendas e novos termos de consentimento livre e esclarecido, notifique
qualquer evento adverso sério ocomido no centro ¢ novas informaghes sobre @
seguranca/toxicidade da medicagio para que possamos fazer o devido acompanhamento deste
estudo.

Alenciosamente,

Prof® i Rezende Abves Oliveira
ra do Comité em Pesquisa da UNAERP
Universidade de Ribeirfio Preto

Aw: Costabile Romano, 2201 — Bairro Ribeirinia — Ribeirfio Preto-SP - CEP. 14096-380  Fone: (xx16)
3603-6915 - e-mail cetica@unaerp.br



ANEXO 3:

omité

w 4
UNAERP

Ribeirdo Preto, 21 de Margo de 2006.
Presada Senhora,

Vimos por meio desta informar que Comité de Etica em Pesquisa da UNAERP -
Universidade de Ribeirio Preto analisou ¢ aprovou sem restrigies, o Projeto intitulado
“Detecciio de polimorfismos genéticos em pacientes com fibromialgia ¢ avaliagio do efeito
sedativo de Valeriana Officinalis em ratos submetidos a dor exagerada apos estimulagio
sensorial™, tendo como pesquisadora “Prof Ana Licia Fachin Saltoratte™, bem como o
respectivo Termo de Consentimento Livre ¢ Esclarecido, em reunido ocorrida na data de 29 de
Nevembro de 2003, registrado sobre o Comét: 008/06,

Temos ciéncia de que os estudos estio sendo conduzidos na Universidade de
Ribeirdo Preto — UNAERP.

Solicitamos que a senhora encaminhe os relatorios parciais e finais, bem como
envie-nos possiveis emendas e novos termos de consentimento livre ¢ esclarecido, notifique
qualquer evento adverso sério ocomido no centro ¢ novas informagbes sobre 2
seguranga/toxicidade da medicagio para que possamos fazer o devido acompanhamento dests

estucdo,

Alenciosamente,

P il Alves Oliveira
Coordenadora do Comité em Pesquisa da UNAERP
Universidade de Ribeirdo Preto

Av: Costabile Romano, 2201 — Bairro Ribeirinia — Ribeirio Preio-SP - CEP, 14096380 Fone: (xal6)
Je3-6915 - e-mail cetica@unacrbr
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Baixar livros Multidisciplinar
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Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo



http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

