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RESUMO

As disfungdes temporomandibulares (DTM), assim como a fibromialgia (FM), sdo
sindromes caracterizadas por dor cronica. A variabilidade individual da dor nestas
sindromes pode estar associada a alteracdes individuais no complexo sistema de recepcao
do estimulo nociceptivo, como a capacidade reduzida da fibra nervosa em recrutar
controles opiodides enddgenos inibidores da dor. O receptor p-opidide (RMO) ¢ codificado
pelo gene OPRM1I que representa o principal alvo de opidides enddgenos e exogenos,
sendo capaz de mediar a nocicep¢dao basal. Mutagdes no gene OPRMI, como o
polimorfismo de nucleotideo tnico (SNP) 118A>G (rs1799971), promovem alteragdes em
aminoacidos da proteina receptora e podem afetar sua expressdo. No primeiro capitulo
desta tese, foi revisada a literatura com o intuito de investigar a comorbidade entre DTM e
FM. Nos capitulos seguintes o SNP 118 A>G no gene receptor p-opidides (OPRM1) foi
identificado em individuos sintomaticos e assintomaticos apresentando desarranjos internos
da articulacao temporomandibular (DI-ATM), em pacientes portadores de fibromialgia, e
em individuos saudaveis; e foi investigado se a presenga do alelo G estd associada ou nao
ao fenotipo de dor cronica. No capitulo 2 foi realizado um estudo caso-controle com 529
mulheres que foram divididas em 3 grupos: controle (mulheres saudaveis) (n=190); DI-
ATM sem dor (n=164); DI-ATM com dor cronica (n=175). No capitulo 3, foram
selecionadas 66 mulheres saudaveis (grupo controle) e 41 mulheres portadoras de
fibromialgia. Para andlise do polimorfismo, o DNA gendmico foi coletado de cada
voluntéria a partir de bochechos com solucdo de glicose a 3%. O fragmento de interesse foi
amplificado através da reagdo de polimerase em cadeia (PCR) e os alelos foram
identificados usando a enzima de restri¢ao especifica Dpnll por 1 hora a 37°C. Baseado nas
evidéncias geradas por estes trabalhos pode-se concluir que a DTM esta frequentemente
presente em pacientes portadores de FM; e que o polimorfismo 118A>G nio esta associado
ao fenotipo de dor cronica em pacientes com desarranjos internos da articulagdo
temporomandibular e em pacientes com fibromialgia.

Palavras-chave: Disfun¢do temporomandibular, Opidides, Gendtipo, Fibromialgia, Dor.



ABSTRACT

Temporomandibular disorders (TMD) and fibromyalgia (FM) are characterized by chronic
pain. Individual pain variability in these syndromes can be associated with individual
changes in the complex system of reception of nociceptive stimuli, such as reduced ability
in recruiting controls endogenous opioid pain inhibitors. The p-opioid receptor (MOR) is
encoded by the OPRMI gene and it is the main target of exogenous and endogenous
opioids able to mediate basal nociception. Mutation in OPRM1 such as single nucleotide
polymorphism (SNP) 118A>G (rs1799971), promotes amino acid changes in the receptor
protein, and can alter their expression. In the first paper we reviewed the literature in order
to investigate the comorbidity between TMD and FM. In the following chapters, the SNP
118A>G in the p-opioid receptor gene (OPRMI) was identified in symptomatic and
asymptomatic subjects presenting temporomandibular joint internal disarrangement (TMJ-
DI), fibromyalgia patients and healthy subjects, and was investigated whether the presence
of the G allele is associated or not with chronic pain phenotype. In chapter 2 we performed
a case-control study with 529 women who were divided into 3 groups: control (healthy
women) (n=190); TMJ-ID without pain (n=164); TMJ-ID with chronic pain (n=175). In
chapter 3, we selected 66 healthy women (control group) and 41 women with fibromyalgia.
For polymorphism analysis, genomic DNA was collected from each volunteer from
mouthwash solution of 3% glucose. The fragment of interest was amplified by polymerase
chain reaction (PCR) and alleles were identified using specific restriction enzyme Dpnll for
1 hour at 37 ° C. Based on the evidences by these works, we concluded that TMD is often
present in patients with FM; and that the polymorphism 118A>G is not associated with the
phenotype of chronic pain in patients with internal derangements of the temporomandibular
joint and in patients with fibromyalgia.

Key Words: Temporomandibular Disorder, Opioid, Genotype, Fibromyalgia, Pain.
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INTRODUCAO

Disfungdo temporomandibular (DTM) ¢ uma sindrome que envolve as
articulagdes temporomandibulares (ATM), musculos, terminagdes nervosas e ligamentos da
regido de cabeca, pescoco e face. Os principais sinais € sintomas sdo: dor nas estruturas
envolvidas, ruidos articulares ¢ restricdo, desvios ou deflexdo nos movimentos
mandibulares (Dworkin & LeResche, 1992).

A prevalénica da DTM ¢ maior em pessoas entre as idades de 20 e 40 anos, e
ocorre mais frequentemente em mulheres do que em homens. Estima-se que individuos do
género feminino sejam de 1,5 a 2 vezes mais acometidos por esta desordem do que
individuos do género masculino e que elas correspondem aproximadamente a 80% dos
pacientes tratados para DTM (Dworkin et al., 1990).

As DTMs sdo responsaveis pela maioria das dores cronicas orofaciais, o que
motiva os pacientes a buscar tratamento. A prevaléncia de DTM relacionada com dor
cronica € estimada em 10 a 25%, embora esta estimativa varia bastante entre estudos
epidemiolégicos (Dworkin, 2011). Em estudo multicéntrico de Manfredini et al. (2010),
74,5% dos pacientes com DTM apresentam dor crdénica, por pelo menos 6 meses.

A etiopatogenia da DTM ¢é complexa e multifatorial. Fatores de risco propostos
para DTM incluem trauma articular e muscular, fatores anatdmicos, perfil psicossocial e
sensibilizagdo das vias nociceptivas, fatores ambientais e genéticos. Devido a natureza
multifatorial da DTM, sugere-se que um numero de diferentes loci genéticos possam
desempenhar algum papel, cada um deles contribuindo com pequeno efeito, que interagem
com exposi¢des ambientais para determinar o curso e o resultado das desordens (Smith et
al., 2011). Muitos autores t€ém examinado a base genética da DTM através de variantes
genéticas associadas com a probabilidade de acometimento de DTM cronica e o risco de
desenvolvimento de DTM (Herken et al., 2001; Diatchenko et al., 2005; Diatchenko er al.,
2006; Ojima et al., 2007; Nackley & Diatchenko, 2010).

Com base no conhecimento prévio dos mecanismos de dor cronica, existe a
hipotese que a patogénese da DTM pode resultar de distirbios em catecolaminas,

serotoninas, opioides e vias de citocinas (Belfer et al., 2004; Diatchenko et al., 2007). E



estudos recentes mostraram que fatores hereditarios relacionados a mecanismos de dor
desempenham papel tanto na dor experimental, bem como em grande variedade de
condi¢des clinicas de dor. Os estudos relatam hereditariedade substancial em distarbios da
dor relacionados com DTM, tais como fibromialgia (Markkula et al., 2009), dor de cabeca
(Larsson et al., 1995; Mulder et al., 2003) e dor no pescogo (Fejer et al., 2003).

A fibromialgia (FM) ¢ uma sindrome reumatica, caracterizada por dor
musculoesquelética cronica e difusa. E determinada pela palpagio dolorosa de 11 dentre 18
pontos anatomicamente especificos, chamados tender points, e presenga de dor
generalizada por todo o corpo por no minimo 3 meses (Wolf et al., 1990). Frequentemente
estdo associados outros sintomas, como a fadiga, distirbios do sono, rigidez matinal e
distirbios psicoldgicos, como a ansiedade e depressao (Marques et al., 2002).

Esta sindrome apresenta prevaléncia em até 10,5% da populagdo (Forseth &
Gran, 1993), numa faixa etaria de 40 a 60 anos, podendo ocorrer também na infancia e na
terceira idade. E mais prevalente em mulheres do que em homens, numa propor¢io de
aproximadamente 3:1 (White et al., 1999).

A etiologia da FM ainda permanece desconhecida. Porém parace estar
associada a um processamento sensorial central anormal, e disfungdo psico-neuro-
endocrino (Bennett, 1999; Staud, 2008; Vierck, 2006; Wallace et al., 2001).

A disfun¢do temporomandibular crénica e a fibromialgia podem ter
semelhangas nas caracteristicas clinicas ¢ nos mecanimos periféricos e centrais da dor.
Estas condigdes cronicas de dor podem ser em parte explicadas por uma fungdo diminuida
em inibir a dor pelos sistemas centrais, contribuindo assim para sensibilidade aumentada e
persisténcia do processo doloroso. Um destes ¢ o sistema opidide endogeno, mecanismo
capaz de atuar na sensibilidade a dor (Staud, 2008).

O sistema opidide endogeno esta relacionado a analgesia através da liberagao
de opiodides endogenos, os neuropeptideos: encefalinas, endorfinas e dinorfinas, mediados
pelo sistema nervoso central. Os opidides modulam a transmissdo neuronal sensorial
primaria através da ligacdo dos peptideos opidides enddgenos aos seus receptores nos
ganglios da raiz dorsal, nos terminais centrais de neurdnios aferentes primarios, ou nas

fibras nervosas periféricas (Kajii et al., 2005).



Os receptores opidides |, k € 0 sdo pertencentes a familia de receptores
acoplados a proteina G, e agem inibindo adenilil ciclase, consequentemente diminuindo a
concentracao intra-celular de AMPc. Estes receptores também exercem efeitos sobre canais
i0nicos através de um acoplamento da proteina G ao canal. Através desse mecanismo, 0s
opidides e seus receptores levam a uma potente analgesia pela diminuicao do influxo de
calcio (Ca"™") através dos canais de Ca++ sensiveis a voltagem. Como o influxo de Ca"™" é
necessario para o acoplamente estimulo-secrecdo de liberagdo de neurotransmissor, 0s
opidides reduzem a liberagdo dos neurotransmissores, como a substancia P e o glutamato,
das terminagdes nociceptivas, atenuando, assim, a transmissao de informagao nociceptiva
na primeira sinapse central, além de induzirem uma atividade antiinflamatdria adicional. Os
opidides também aumentam a condutincia do potassio (K) e por conseguinte, produzem
uma relativa hiperpolarizagcdo dos neurdnios pos-sindpticos, tornando-os relativamente mais
dificeis de excitar (Kyrkanides et al., 2007).

Os receptores opidides estdo amplamente distribuidos no sistema nervoso
central em regides como tdlamo, cortex cerebral, amigdala, niicleo accumbens, substancia
negra, formacdo reticular e substanica cinzenta periaquedutal mesencefalica e medula
espinhal. Além da presenga no SNC, receptores opiodides tém sido detectados na porgao
periférica das fibras nervosas aferentes primarias, em terminais distais das fibras C e em
células do sistema imune, como linfocitos T e B e em mondcitos/macrofagos (Yaksh,
1999).

A presenca de opidides enddgenos em tecidos periféricos tem sido reconhecida.
Estudos examinando o envolvimento de opidides exdgenos na modulagdo periférica da dor
temporomandibular suportam a existéncia de receptores opiodides periféricos na ATM
(Arthuri et al., 2005). Opioides enddgenos, como a B-endorfina, foram encontrados no
liquido sinovial e em tecidos articulares de pacientes com artrite reumatoide (Yoshino et
al., 1992). Concentragdes maiores de neuropeptideos também foram observadas nos tecidos
articulares e liquido sinovial da ATM em individuos portadores de DTM em comparagao a
individuos assintomaticos. Isto confirma que alguns opidides e seus receptores estdo
presentes em maior concentragdo em pacientes com dor e disfungdo da ATM (Kajii et al.,

2005).



Os receptores p opidides (RMO) sdao os responsaveis pela maioria dos efeitos
analgésicos dos opidides e por alguns dos mais importantes efeitos colaterais, como
depressdo respiratoria, euforia, dependéncia fisica e sedagdo. A maioria dos analgésicos
opiodides possuem alta afinidade por esse receptor, como por exemplo, a morfina (Lotsch &
Geisslinger, 2005).

O RMO ¢ codificado pelo gene OPRMI e ¢ o principal alvo de opiodides
endogenos e exogenos, sendo capaz de mediar a nocicepgao basal. Estudos realizados com
animais e humanos indicam que polimorfismos genéticos (mutacdes que ocorrem na
populagdo com prevaléncia maior que 1%) no gene humano OPRMI sdao os primeiros
candidatos a fonte clinicamente relevante de variabilidade interindividual na nocicepgao
basal (Matthes et al., 1996; Sora et al., 1997; Mogil, 1999; Uhl et al., 1999; Han et al.,
2004; Lotsch & Geisslinger, 2005; Edwards et al., 2006). Além disso, existe também uma
consideravel variabilidade interindividual na resposta clinica aos opiodides analgésicos,
indicando que variagdes no gene OPRM 1 podem estar ligadas as diferentes afinidades entre
agonistas e receptores. Como exemplo, a concentracio minima efetiva de opidides
analgésicos, tais como morfina, petidina, alfentanil e sufentanil, varia entre pacientes.
Dessa forma, surge também a hipotese de que polimorfismos genéticos neste gene
respondem pela diferenga na sensibilidade aos opidides (Shabalina ez al., 2009).

Inimeras varia¢des no gene OPRM 1 encontradas no cromossomo 6q24-q25 ja
foram identificadas em suas regides codificantes, intronicas e promotoras (Lotsch &
Geisslinger, 2005). Estas mutagdes causam desde alteragdes de aminodcidos na proteina
receptora, a splicing alternativo no quarto éxon, que resultam em variacdes alternativas do
receptor ou no RNAm, codificando formas alternativas do mesmo, que diferem em seus
residuos de aminoacidos carboxi-terminal (LaForge et al., 2000; Hoehe et al., 2000).

Dentre estas variagdes, o polimorfismo de nucleotideo tnico (SNP, do inglés
single nucleotide polymorphism) 118A>G (rs1799971), no primeiro éxon do gene OPRM 1,
ocorre com frequéncia relativamente alta (10,5-18,8%), fazendo deste um marcador
genético em potencial. Esta alteracdo na sequéncia predita provoca mudanca do aminoacido
na posicao 40 da proteina RMO de asparagina para aspartato (N40D; Asn40Asp) (Lotsch &

Geisslinger, 2005). Esta substituicdo remove um sitio de glicosilagdo putativo



filogeneticamente conservado do dominio N-terminal extracelular do receptor (Bond et al.,
1998), e, como consequéncias terapéuticas, diversos estudos mostraram que o alelo 118G
resulta em analgesia opidide menos efetiva (Skarke er al., 2003; Klepstad et al., 2004;
Romberg et al., 2005; Chou et al., 2006; Campa et al., 2008; Oertel et al., 2009; Liu &
Wang, 2012). Este SNP também foi associado com abuso de substancias, como élcool e
heroina (Tan et al., 2003; Lerman et al., 2004; Koller et al., 2012) e a outros transtornos
pisiquiatricos e neuroldgicos, como epilepsia e esquisofrenia (Ohmori et al., 2001; Wilkie
etal., 2002).

No que diz respeito a terapia da dor, a significancia deste SNP pode estar
situada tanto no aumento da demanda de opidides para atingir analgesia, como na protecao
contra a toxicidade opidide, resultando num amplo leque de alternativas terapéuticas para
os opiodides analgésicos; como por exemplo, a distancia ideal entre as doses que produzem
os efeitos clinicos desejaveis de analgesia e que produzem menos efeitos colaterais (Lotsch
& Geisslinger, 2005).

O conhecimento atual sobre as bases genéticas da variagdo individual na
resposta aos opioides sugere uma forte contribuigdo deste locus genético e o apontam como
possivel marcador genético, o que pode, em um futuro préoximo, levar a terapia
individualizada com estes farmacos. Além disso, ndo € de nosso conhecimento nenhum
estudo na literatura cientifica que tenha visado associar este polimorfismo as condic¢des
artralgicas de ATM.

Considerando estas evidéncias, ¢ possivel criar a hipotese que condicdes
dolorosas cronicas possam estar associadas & menor capacidade de reagdo analgésica do
proprio sistema nociceptivo, e desta forma pode-se sugerir que individuos carregadores do
alelo 118G estejam sob maior risco de acometimento por estas condigdes.

Assim, o objetivo geral neste estudo foi investigar na literatura a comorbidade
entre DTM e FM; identificar o polimorfismo SNP 118A>G no gene OPRM 1 em individuos
sintomaticos e assintomaticos apresentando desarranjos internos da articulagdo
temporomandibular, em pacientes portadores de fibromialgia, e em individuos saudaveis, e

verificar se a presenga do alelo G esta associada ou nao ao fenotipo de dor cronica.
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RESUMO

A disfungdo temporomandibular (DTM) e a fibromialgia (FM) sdo sindromes musculo-
esqueléticas que parecerem estar associadas. Varios estudos na literatura relatam sinais e
sintomas da DTM em pacientes com FM. O objetivo neste trabalho foi analisar a literatura
quanto a associacdao clinica entre fibromialgia e as disfun¢des temporomandibulares.
Apesar destes distarbios possuirem etiologias diferente, o mecanismo de modulagdo de dor
sdo semelhantes. Muitas pesquisas desenvolvidas nessa area buscam elucidar esta questao
ainda pouco compreendida. Mas sugere-se que estas sindromes sdo caracterizadas por uma
diminui¢do no limiar de dor e na capacidade de atenuacdo de sistemas descendente de
modulagdo da dor. Além disso, ha um certo grau de comorbidade entre estas duas
patologias, que compartilham muitas caracteristicas clinicas. Muitos pacientes com FM
apresentam varios sinais e sintomas de DTM, entretando, uma pequena quantidade de
individuos com DTM recebem um diagndstico de FM. Portanto, ¢ importante uma
avaliag@o precisa e adequada do sistema estomatognatico em pacientes com fibromialgia

englobando o diagnostico de disfung¢@o temporomandibular na intervengao terapéutica.

Palavras-chave: disfuncdao temporomandibular, fibromialgia, dor facial.

INTRODUCAO

A Disfungdo Temporomandibular (DTM) ¢ uma sindrome que envolve
principalmente as estruturas do sistema estomatognatico como musculos mastigatorios,
articulagdes temporomandibulares, musculos cervicais e outras estruturas correlatas, como
vasos sanguineos e estruturas nervosas.' Possui alta prevaléncia, onde cerca de 10% da
populagdo adulta apresenta algum sinal e sintoma de DTM.? Dentre os sinais e sintomas
mais prevalentes encontram-se dor nas estruturas envolvidas, limitacdo e desvios nos
movimentos mandibulares, dificuldade de mastigacdo e de abertura bucal, ruidos
condilares, e quase sempre intensa dor cranio-cervical . Sua etiologia parece envolver mais

do que a oclusdo dos dentes, e hoje se acredita que o seu diagndstico deva contemplar tanto



os seus elementos predisponentes, quanto os fatores desencadeantes e perpetuantes, dentre

34,5

os quais se incluem desde predisposi¢cao genética até as condi¢des psico-socio-

A 6789
economicas.”

A dor facial ¢ um dos mais prevalentes motivos de procura pela ajuda profissional,
pois esta, seja local ou referida, pode conduzir a importantes limitagdes fisicas, psiquicas e

.. . 10.11
sociais ao paciente. 0,

Entretanto, o diagndstico da dor facial ndo ¢ simples, pois envolve
diversos fatores confundentes, como as situagdes e sindromes que se caracterizam pela
presenca da dor na regido maxilo-mandibular e estruturas anexas. Dentre elas podem ser
citadas a sinusite, cefaléias tensionais, neuralgias dos nervos cranianos, dores faciais
atipicas, sindrome de Eagle, sindrome do ligamento estilohioideo, distrofias simpaticas
reflexas da face, radiculopatia cervical, tensdo cervical, bursite cérvico-toraxica
interespinosa, sindrome do supraspinatus, neuralgias intercostais, compressao toracica
vertebral, estenose espinal, lesdes benignas e malignas do complexo maxilo mandibular e a
fibromialgia (FM)."

A fibromialgia ¢ uma sindrome de etiologia ainda desconhecida, caracterizada pela
dor cronica difusa, rigidez muscular, sono nao reparador, fadiga, e condigdes de
comorbidade." De acordo com o Colégio Americano de Reumatologia, os pacientes com
fibromialgia apresentam dor generalizada por todo o corpo por no minimo 3 meses €
palpagio positiva de pelo menos 11 dos 18 especificos tender points.'* Esta sindrome
encontra-se dentre as doengas reumatologicas musculo-esqueletais mais prevalentes na
populacdo adulta, onde os estudos epidemiologicos apontam uma predominancia para o
género feminino. O quadro 1 mostra uma perspectiva cronologica a respeito dos principais

trabalhos sobre a prevaléncia de FM na populacao humana.

Quadro 1. Perspectiva cronoldgica e topografica dos principais trabalhos sobre a

prevaléncia de FM na populagdao humana.

AUTORES | ANO | LOCAL N METODO RESULTADOS
Makela & | 1991 | Finlandia | 3434 Entrevista e localizacdo de tender | 1,57%
Heliovaara' points por palpagdo

Prescott et | 1993 | Dinamarc | 123 Critério do Colégio Americano de | 0,66%

al.'® a Reumatologia para fibromialgia

Forseth & | 1993 | Noruega 2498 Questionario sobre a presenga de | 10,5%

Gran'’ mulheres dor e exames realizados segundo




0s  critérios
reumaticas

para  doengas

Wolfe et
al.'®

1995

Londres —
Inglaterra

391

Questionario perguntando sobre a
presenca de nenhuma dor, dor ndo
difusa, e dor difusa

3,4% para
mulheres; e 0,5%
para homens. A
prevaléncia

aumenta com a
idade

White et
al’

1999

Kansas,
EUA

311

Critério do Colégio Americano de
Reumatologia para fibromialgia

3,4% para
mulheres e 0,5%
para homens

Lindell et
al®

2000

Suécia

147

Uso de dolorimetro para a
contagem de tenderpoint, limiar
de dor e prevaléncia de dor
cronica e fibromialgia

1,3%

Lundberg &
Gerdle?!

2002

Nikoping,
Suécia

643
mulheres

Presenca de tender points,
qualidade de vida, indice de dor
provocada, presenca e intensidade
de dor, quantidade de férias e
afastamento por causa da dor

2,0%.

Schochat &
Rasp22

2003

Alemanha

623
mulheres

As pacientes foram examinadas
clinicamente quanto a presenga de
pontos de gatilho

11,5%

Salaffi et
al®

2005

Italia

2155

Questionarios enviados a
populagdo de estudo e depois
examinados por reumatologistas
treinados

2,2%

Topbas et
al*

2005

Turquia

1930
mulheres

Entrevista com itens relacionados
ao diagnostico de fibromialgia e
exame por especialista

3,6%

Hagq et al.”

2005

Banglades
hi

5211

Questionario aplicado de porta em
porta por entrevistadores
treinados, e exame por
reumatologistas treinados aos que
responderam positivamente
quanto a presenca de dor
musculoesquelética

4,4%

26
Mas

2008

Espanha

2192

Classificagdo e exame realizado
por reumatologistas experientes,
investigando disfungdes
musculoesqueléticas, através de
instrumentos validados na
literatura

2,4%; sendo
42% e 0,2% em
homens

Assumpg¢ao
etal?’

2009

Embu,
Brasil

304

Escala visual
Questionario de
fibromialgia;

Dolorimetro nos tender points.

analogica;,
impacto de

4,4%

Bannwarth
et al.®

2009

Franga

1014

Questionario de classificagdo
epidemiologica para fibromialgia
de Londres administrado por
telefone; exames confirmatorios
por reumatologistas treinados.

2,2,%

Branco et

2010

Franca,

1225

Questionario de classificagdo

2,9a4,7%




al” Alemanha epidemiologica para fibromialgia
, Italia, de Londres administrado por
Portugal e telefone; exame confirmatorio por
Espanha 8 reumatologista calibrados de

acordo com o Colégio Americano
de Reumatologia

Alvarez- 2011 | Mexico 3915 Estudo cruzado transversal | 0,2%
Nemegyei usando o Community Oriented
etal. ™ Program in the Rheumatic
Diseases

Chaaya er | 2012 | Libano 3530 Entrevista pelo Método de | 6,2%
al¥! individuos Programa Orientado a

acima de 15 | Comunidade @ para  Doencas

anos; 944 | Reumaticas; avaliagdo clinica dos

examinados | casos positivos através dos
clinicamente | critérios do Colégio Americano
de Reumatologia

Tanto a DTM quanto a FM podem ser consideradas desordens funcionais do sistema
musculo-esquelético, e que ndo se relacionam necessariamente a causas traumaticas.
Segundo a Organiza¢io Mundial da Saude®” estas desordens estio dentre as maiores causas
de morbidade da populagdo mundial, representando importantes problemas socio-
econdmicos e causando enormes custos nos sistemas de satde. Aproximadamente um
quarto da populagdo de adultos na Europa apresentam alteragdes musculo-esqueléticas

33 ¢ esta realidade deve provavelmente ser muito

capazes de limitar suas atividades diarias
proxima daquela encontrada no Brasil. Embora apareca em todas as faixas etdrias, as
desordens musculo-esqueléticas tendem a se agravar com a progressdo da idade.
Considerando-se o crescimento do nimero de idosos na populagao geral, e observando-se
as alteracdes no estilo de vida que tendem a aumentar a ocorréncia das alteragdes musculo-
esqueléticas, a propensdo de que estas doengas tenderdo a sobrecarregar os sistemas de

satide nos proximos anos.

PATOGENESE DA DOR
E sabido que a dor presente na FM esté fortemente relacionada com um aumento da
sensibilizagdo central como causa da dor musculo-esquelética persistente, que
34,35

aparentemente confirma-se como um fator agravante das dores cronicas do cranio e

provavelmente do complexo maxilo facial. Sensibilizagdo central ¢ um fendmeno presente
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em praticamente todos os eventos de dor cronica, sejam nociceptivas ou neuropaticas, onde
os estimulos nociceptivos reduzem o limiar da dor, promovendo uma hiperalgesia nas areas
.. ., . , , . . . ~ 35 , .
sensitivas primarias, e alodinea nas areas adjacentes a inflamacgdo.”™ E possivel acreditar
que estas reagdes adotem uma correlagdo muito proxima com os fenomenos de somacgao

36,37
1,

espacial e somacdo temporal advindas da excitabilidade neurona 0 que poderia

justificar a maior prevaléncia destes fendmenos em mulheres que em homens.*®

Aparentemente estabelece correlagdo com outras sindromes dolorosas regionais
como a sindrome do coélon irritdvel, cistite intersticial, cefaléia, dor lombar cronica, dor
cervical cronica e algumas manifestacdes cronicas das DTM, que parecem estar associadas
com esta amplificacdo anormal dos impulsos nociceptivos advindos de estruturas viscerais
ou musculoesqueléticas.’”* Apesar destas sindromes possuirem etiologias diferentes, o
mecanismo de modulagdo de dor parece ser comum. Além disso, estes distirbios
geralmente ocorrem simultaneamente,”’ podem atuar como fatores de risco para o
desenvolvimento de um outro,” ou levar a transicdo de uma desordem de dor localizada a
uma desordem de dor generalizada.*® Enquanto a inicia¢io de vérias destas desordens vém
de mecanismos periféricos de dor (inflamacdo e / ou irritagdo da mucosa ou neural), a
entrada nociceptiva persistente conduz a alteragdes no sistema nociceptivo central. Apos a
inducdo da sensibilizagdo central, sensagdes dolorosas podem surgir independente da
entrada nociceptiva periférica,” aumentando significativamente a complexidade do
tratamento destes distarbios. Ampliando nossa compreensdo da fisiopatologia
compartilhada entre esses transtornos ira promover a colaboragdo entre pesquisadores de
diferentes disciplinas para obter melhores idéias sobre os mecanismos subjacentes e
promover o tratamento desses distirbios de processamento da dor.

Na verdade ainda se desconhece a causa da elevada sensibilidade a dor presente na
FM, mas hoje se reconhecem as correlagdes da FM com anormalidades do processamento
sensitivo do sistema nervoso central assim como com as alteragdes do tecido periférico.*
As anormalidades centrais parecem estar relacionadas ao embotamento do eixo

46,47

hipotalamico-hipofisario quanto as respostas aos eventos estressores, ao aumento nos

48,49
P,

niveis de substancia aminodacidos excitatorios *° e neurotrofinas °! no fluido cérebro-

\ .

espinal, e a capacidade de ativagdo e diferenciagdo das células da glia diante de um
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estimulo excitatorio exagerado.*” Dor pré-existente, fatores psicolégicos, elementos
congénitos, horménios sexuais, estresse, emocdes negativas, depressdo e alteracdes nos
padroes de sono deveriam ser considerados pela importancia que estabelecem na somagao
espacial do estimulo nervoso aferente.

Embora a nossa compreensao do desenvolvimento de estados da dor cronica e
hiperalgesia, tradicionalmente focada na transmissao da dor através de vias ascendentes (da
periferia para os centros espinhais e supra-espinhal), um corpo crescente de pesquisa
amplia o nosso entendimento da decrescente influéncia sobre a geracdo e manutengdo de
sensibilizagdo.’> A substincia cinzenta periaqueductal (PAG) area rostral ventromedial da
medula oblonga (RVM) ¢ fundamental para a modulacao descendente da dor. A influéncia
do sistema inibitério descendente (anti-nociceptivo) ha muito tempo tem sido relatada.” A
primeira evidéncia veio de estudos que demonstram que a estimulagdo do PAG produziu
analgesia profunda em ratos.’* O estudo demonstrou que a estimulagio da PAG-RVM
envolvido nas vias descendente serotonérgicas, noradrenérgica, e opidide afetam uma

resposta analgésica no nivel do corno dorsal.

CORRELACAO ENTRE DTM E FM
A presenca de sinais e sintomas de disfun¢do temporomandibular em portadores de
fibromialgia foi observada em 1988 no trabalho de Eriksson et al.>, realizado na Suica,
onde os autores obtiveram resposta positiva para a presenga de sinais de DTM em quatro
dentre oito pacientes portadores de fibromialgia primaria. Estes pacientes foram analisados
segundo o indice de Helkimo para DTM, mas os proprios autores sugeriram que um exame
mais criterioso do sistema estomatognatico talvez fosse necessario para elucidar possiveis
fatores etioldgicos por tras das queixas relatadas pelos pacientes. Embora este trabalho
possa ser considerado pelo seu valor histérico, o0 mesmo apresenta uma série de falhas
experimentais, onde a amostragem foi extremamente reduzida, ndo houve grupo controle,
os exames nao foram adequadamente conduzidos, além de outras falhas na conducao
experimental.
Hedenberg-Magnusson et al. (1997)°°, em outro estudo também desenvolvido na

Suiga, confrontaram pacientes com FM e portadores de DTM com um grupo controle, e
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verificaram que o limiar de dor a pressdo e os niveis de tolerancia a dor foram menores no
grupo portador de FM do que no grupo com DTM. Entretanto ambos os grupos foram mais
sensiveis aos estimulos de dor do que os individuos controle. E deste trabalho concluiram
que 94% dos pacientes portadores de FM possuiam sintomas de DTM, principalmente com
relagcdo a mialgias locais.

Esta associac¢do entre DTM e FM foi defendida por Fricton’’ em 2004, que discutiu
as implicagdes da comorbidade entre DTM e FM quanto aos seus diagnosticos e
tratamentos. Neste trabalho o autor sugere que existe uma estreita correlagdo entre ambas as
doengas. No entanto o autor nao faz referéncia a critérios importantes para suas conclusoes,
quando ndo informa adequadamente as populacdes dos estudos em que se baseou, se houve
correlagdes entre os grupos afetados e os grupos controle, os métodos de classificagao
utilizados, etc.

Manfredini er al. (2004)°® investigaram pacientes portadores de DTM quanto a
presenca de fibromialgia e vice e versa, observaram que as diferengas entre os 2 grupos nao
foi tdo relevante, com a excecao aos valores de abertura da boca, tanto voluntario e passiva,
e na presenca de pontos de gatilho, que foram piores e mais prevalentes nos individuos
portadores de FM. Entretanto a maioria dos pacientes com fibromialgia (86,7%)
apresentaram sinais e sintomas localizados no sistema estomatognatico; por outro lado,
apenas uma minoria dos pacientes com DTM (10%) apresetaram sinais e sintomas de FM a
avaliagio reumatolégica. Plesh ez al (1996)°° também estudaram a prevaléncia de DTM em
portadores de FM e, vice-versa, a prevaléncia de FM nos portadores de DTM, e ainda
discutiram quais as caracteristicas que melhor distinguem estas duas desordens. Os autores
verificaram que uma pequena propor¢do de pacientes com DTM (18,4%) apresentaram
sintomas de FM, mas a maioria das pessoas com FM (75,0%) responderam os critérios de
DTM miofascial. Novamente constatou-se que os pacientes com FM apresentaram limiares
de dor menores do que aqueles presentes nos portadores de DTM.

Leblebici et al. (2007)®° buscaram determinar coexistencia entre FM, DTM e dor
miofascial mastigatoria (DMM). Todos os pacientes foram examinados por um dentista e
um fisiatra para identificar a coexisténcia de FM ¢ DTM. No grupo FM, DTM foi

encontrado em 80% dos pacientes, e apenas 19% dos pacientes tiveram origem artrogénica
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com DMM. No grupo com DTM, a prevaléncia de FM foi de 52%, que foi
significativamente maior nos pacientes com DTM de origem artrogénica com DMM. Os
resultados indicam que a coexisténcia de DTM e FM com DMMP ¢ alta. Dor ¢
sensibilidade nos musculos da mastigacdo parecem ser um elemento importante em FM,
assim, em alguns pacientes, pode ser o lider de queixa dos pacientes.

Fraga er al.(2012)®" observaram a presenca de sinais e sintomas de DTM em
pacientes com fibromialgia. Sessenta pacientes com diagndstico de FM foram avaliados
através do Research Diagnostic Criteria for Temporomandibular disorder (RDC-TMD),
que fornece critérios padronizados para o diagnoéstico de DTM. Os sintomas mais comuns
relatados pelos pacientes com FM foram dor de cabeca (97%) e dor facial (81,7%). A dor
miofascial sem limitagdo de abertura bucal foi diagnosticado em 47% dos pacientes,
diagnodstico do subgrupo I do RDC-TMD. O deslocamento de disco com redugdo foi o
diagndstico mais prevalente no subgrupo II (21,6%). E 36,7% dos sujeitos apresentaram
osteoartrite, diagnostico do subgrupo III. Apenas 6,6% dos pacientes ndo apresentaram
qualquer sinal de DTM. Existe uma elevada prevaléncia de sinais e sintomas de DTM em
pacientes com FM, indicando a necessidade de um diagndstico e tratamento integrado
desses pacientes, ¢ sugere-se que a FM pode ser um fator de risco médio ou longo prazo
para o desenvolvimento da DTM.

E possivel perceber diante destes fatos que ha menos evidéncias de sofrimento em
pacientes com DTM, e que esta ¢ uma desordem mais localizada. J4 a FM ¢ uma desordem
generalizada, onde muitos pacientes apresentam sintomas de DTM; e estes sintomas sao
geralmente de ordem muscular e menos articular. Possivelmente a DTM muscular, quando
induzida por trauma local®*® e associada estresse cronico,’* podera secundariamente alterar
as ATMs, causando modificacdes sensiveis na biomecanica articular, promovendo
microtraumas a capsula e disco articulares, com consequente aumento na percepcao de dor.
Isto ndo estaria necessariamente presente nos casos de portadores de FM, onde a dor de

origem central estaria exercendo a maior influéncia na sensibilidade a dor.

DISCUSSAO
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Ainda héd controvérsia quando se fala de fisiopatologia da dor em FM e DTM.
Varias vertentes de estudos sdo encontradas na literatura, porém ainda ndo ha um consenso
sobre este assunto. Entendemos que a compreensao da fisiopatologia da dor neurogénica e a
sua influéncia no limiar de percepcao da dor seja dificultada pela inviabilidade dos modelos
experimentais em humanos, cujo comportamento frente ao desencadeamento da dor ndo € o
mesmo daquele observado nos animais. A caréncia de estudos humanos, por questdes
¢ticas, incita o aprimoramento de experimentos em animais que mais se aproximem da
realidade clinica. A nosso ver estas pesquisas translacionais que estabelecem correlacao
entre os experimentos em modelos animais e estudos clinicos controlados e randomizados,
tornam-se cada vez mais necessarias frente as respostas exigidas para a compreensio e
consequente intervengdo no processo de desencadeamento e manutengdo da dor, de modo
particular aquela envolvida na FM e DTM.

Da mesma forma, parecem existir algumas evidéncias de que os fatores congénitos
predispdem mais um individuo que o outro a apresentar os sintomas da dor cronica, tanto

4 ,
345 também

na FM®*% quanto nas DTM.®"*%%*7" Estudos desenvolvidos em nossa equipe
confirmaram nossa hipotese de que alteragdes polimorficas parecem alterar a expressao de
sinais e sintomas das DTMs. As mutagdes génicas de uma espécie sdo a base da sua
evolugdo, pois cria os novos elementos (alelos) que irdo (ou ndo) fazer parte do pool
genético de uma populacdo. Quando uma varidvel genética alcanca uma frequéncia
populacional de 1%, ela passa a ser denominada de polimorfismo. Atualmente, diversos
polimorfismos genéticos vém sendo relacionados a um aumento de risco de ocorréncia e/ou
recorréncia de diversas patologias multifatoriais, sendo considerados como parte do
componente genético que eleva a susceptibilidade de um individuo a apresentar
determinado comportamento frente a um fator, consistindo muitas vezes em um risco
relativo aumentado a este comportamento. E o que ocorre com a expressio da dor em
virtude da maior susceptibilidade de alteragcdes neuronais centrais. Este fato, evidenciado
pela literatura, a nosso ver, direcionara uma nova frente de estudos que possibilitem

esclarecer o porqué das alteragdes na expressdo da dor por determinados grupos de pessoas.

Isto sem duvida abrird uma nova porta de compreensao ao tao intrincado tema.
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Diante desta revisao da literatura, podemos concluir que a comorbidade entre FM e
DTM ¢ verdadeira, pois existe alta prevaléncia de DTM em pacientes com FM. Isso indica
a necessidade de diagnostico e manejo adequado desses sinais e sintomas, sugerindo que a
FM pode ser um fator de risco médio ou longo prazo para o desenvolvimento da DTM.®'
Individuos portadores de fibromialgia apresentam complexidade maior quanto ao quadro
clinico de DTM, portanto a importancia de uma avaliacdo precisa e adequada do sistema
estomatognatico em pacientes com FM ¢ evidente e requerem maiores cuidados no
diagnostico e na intervengdo terapé€utica. Caberda ao cirurgido dentista compreender a
natureza complexa destas doengas e através de suas particularidades, proporcionar nao
apenas os cuidados que se fizerem necessarios para com a dor presente, mas principalmente
identificar sinais e sintomas iniciais da fibromialgia e encaminhar o paciente ao
reumatologista. Sugerimos que, em funcdo da complexidade do sistema estomatognético e
suas interrelagdes com estruturas comumente envolvidas na FM, o cirurgido dentista deva
ser consultado para gerenciar as manifestagdes orofaciais da doenga, tanto nas disfungdes

temporomandibulares como na intervencao dos sintomas orais gerados pela FM.
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ABSTRACT

The internal disarrangement of the temporomandibular joint is commonly accompanied by
chronic pain in the joint region. Previous studies suggest as an explanation for chronic pain
an impairment of mechanism modulating pain sensitivity by endogenous opioid system.
The OPRM1 gene encoding the p-opioid receptor (MOR) is the main target of exogenous
and endogenous opioids and the 118A>G is the most common single nucleotide
polymorphism (SNP). The aims of this study were to genotype the SNP 118A>G
(rs1799971; N40D) in the p-opioid receptor gene (OPRM1), and verify its association with
chronic symptomatic temporomandibular joint internal disarrangements (TMJ-ID). For that,
we have conducted a case-control study, in which 529 women considered eligible for the
study were submitted to the Research Diagnostic Criteria for Temporomandibular
Disorders (RDC/TMD) and divided into 3 groups: no TMD control (G1), TMJ-ID with no
pain (G2), and TMIJ-ID with chronic pain (G3). Genomic DNA was extracted from the
saliva obtained with a 3% glucose mouthwash; the fragment of interest was polymerase
chain reaction (PCR) amplified, and the alleles were identified using restriction fragment
length polymorphism (RFLP). Data collected were submitted to logistic regression (o =
0.02) and the SNP was found not to be associated with symptomatic TMJ-ID (P>0.02). In
conclusion, our results indicate that the SNP 118A>G in the OPRM1 gene is not associated

with chronic symptomatic temporomandibular joint internal disarrangement.

Key words: temporomandibular joint, opioid, genetic polymorphism, genotype.

1. Introduction

Temporomandibular disorders (TMD) comprise a heterogeneous group of
conditions related to pain and/or dysfunction in the region of the temporomandibular joint
(TMJ) and masticatory muscles [9]. The most common forms of TMJ disorders that can be
accompanied by chronic pain are disk displacements or internal derangement (ID) of the

temporomandibular joint (TMJ) and osteoarthritis (OA) [21].
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The etiopathogenesis of TMD is complex and multifactorial. Proposed risk factors
for TMD include joint and muscle trauma, anatomical factors, psychosocial profile,
sensitization of nociceptive pathways, environmental and genetic factors [43].

TMD prevalence is higher in people between the ages of 20 and 40 years, and
occurs more often in women than in men. It is estimated that female subjects are 1.5 to 2
times more affected by this disorder than among males, and they account for approximately
80% of patients treated for TMD [9]. The TMD are responsible for the majority of chronic
orofacial pain, which motivates patients to seek treatment. The prevalence of TMD related
to chronic pain is estimated to be about 10 to 25%, although this estimate varies greatly
between epidemiological studies [10]. In a multicenter study of Manfredini er al. (2010)
[28], 74.5% of patients with TMD report chronic pain for at least 6 months.

The onset of symptoms in TMJ disorders usually comes from peripheral pain
mechanisms. However, in cases of chronic nociceptive stimuli, the persistence may be able
to promote changes in central nociceptive system. When this phenomenon occurs, painful
sensations start to dissipate through neuronal pathways regardless of peripheral nociceptive
input [25], significantly increasing the complexity of pain and and its treatment.

Although the physiological basis of facial pain in TMD patients still remains
considerably unclear. Based on previous knowledge of chronic pain mechanisms, exist a
hypothesized that the pathogenesis of TMD may result from disturbances in catecholamine,
serotonin, opioid, and cytokine pathways [43]. Some studies have shown an association
between TMD and genetic polymorphisms related to pain mechanisms play a role in both
experimental pain as well as a large variety of clinical conditions of pain [6, 7, 19, 30, 31,
34, 36, 38].

A working hypothesis is that those symptoms may reflect impairment of
mechanisms modulating pain sensitivity, such as the endogenous opioid system [3]. The
human p-opioid receptor (MOR) seems to be the major site of action of endogenous
opioids. This has been confirmed by studies in both animals and humans showing that
polymorphisms in the MOR gene (OPRM]I) are indeed strong candidates as source of
interindividual variability in perceptions of pain [11, 17, 27, 29, 44, 46].
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Several polymorphisms that are associated with pharmacological and physiological
effects mediated by the stimulation of MORI have been identified in the promoter, coding
and intronic regions of OPRMI [27]. Among those, the genetic variant most commonly
investigated involves the single nucleotide polymorphism (SNP) (rs1799971) in the first
exon of the gene. It is located on the human chromosome 6q24-q25 and consists in the
substitution of adenine (A) for guanine (G) at the position 118 (118 A>G). This SNP leads
to substitution of the aminoacid asparagine (N) to the negatively charged aspartate (D) at
position 40 (N40D) of the extracellular N-terminus of the MOR [22]. As therapeutic
consequences, many studies have shown that allele 118G results in less effective opioid
analgesia, while allele 118A appears to protect against opioids side effects [4, 24, 27, 33,
42]. This polymorphism has also been shown to affect both subjective pain reporting [13]
and objective pain related to cortical activity [33].

Considering these evidences, it is possible to hypothesize that painful conditions
may be associated with lower capacity of recruiting the endogenous opioid system, and
individuals carrying the 118G allele are most likely to suffer from chronic pain conditions,
such as temporomandibular joint internal derangement (TMJ-ID)

Thus, the aim of this study was to investigate the possible association between SNP
118A>G (rs1799971; N40D) in the p-opioid receptor gene, and chronic symptomatic

temporomandibular joint internal disarrangements.

2. Methods
2.1. Patient Recruitment
We conducted a case-control with 529 Brazilian women recruited from the Clinics
for Interdisciplinary Diagnostics and Treatment of Craniomandibular Disorders from
Piracicaba Dental School of State University of Campinas (FOP/UNICAMP). All subjects
were diagnosed according to the Research Diagnostic Criteria for Temporomandibular
Disorders (RDC / TMD) [9] and further divided into 3 groups: (G1) control - no TMD (n=
190); (G2) TMIJ-ID without pain (n= 164); and (G3) TMJ-ID with chronic pain (n= 175).
Exclusion criteria included the use of any medication that could alter or modulate

perception of pain (such as painkillers, antidepressants and anti-inflammatory drugs),
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myogenous temporomandibular disorder, epilepsy, schizophrenia, and/or chemicals
dependence.

This study was approved by the Ethics Committee of the Piracicaba Dental School,
State University of Campinas (FOP / UNICAMP), and signed consent was obtained from
every participant.

2.2. Genomic DNA extraction and SNP genotyping

Genomic DNA was isolated from oral mucosa epithelial cells, obtained with a 3%
glucose mouthwash [45]. DNA was amplified by polymerase chain reactions (PCR) in a
final volume of 25 pl, containing 100ng of genomic DNA, 12.5 pl of Taq DNA polymerase
mix (GoTaq Green Master Mix; Promega, Madison, WI, USA), and 1 pl of primers
forward and reverse (5’GAA AAG TCT CGG TGC TCC TG3’ and 5’GTT CGG ACC
GCA TGG GTC GGA CAG AT-3’, respectively) [15]. PCR consisted of 30 cycles of 95°C
for 30 s, 63°C for 30 s, and 72°C for 30 s, with 5 min of final extension at 72°C.
Amplification products were verified for appropriate size (202 bp), and subjected to
restriction digestion with Dpnll for 1 hour at 37°C. Digestion products were then examined
by electrophoresis on 10% polyacrylamide gel. The persistence of the 202pb fragment
indicates the A allele, while breakage to a 177pb and 25pb fragments indicate the G allele.
Genotyping was conducted by individuals blinded to clinical study data and hypotheses.

2.3. Statistical Analysis

Haploview software [1] was used to evaluate the Hardy-Weinberg equilibrium. The
R software environment [37] was used to perform: Student's #-test, to verify homogeneity
between the groups regarding the age of the volunteers, and logistic regression, to analyze
the genetic association corrected for multiple tests adjusted by Bonferroni correction (p
<0.02). The statistical power was 99% for detection association, which was verified by G
Power 3.0.5 software [12], using data from an odds ratio of Kapur et al. (2007) [23]. The

descriptive analysis of the data was obtained using the software SPSS for Windows v. 17.0.

3. Results
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Subjects mean age was 37.37+16.32 years and it did not differ between cases and
controls (p=0.06, Table 1). SNP 118 A>G genotype distribution was not in Hardy-Weinberg
disequilibrium (p=0.4614) and logistic regression results did not show association between
118A>G genotypes and either TMJ-ID with no pain, or with chronic pain (Table 2). Our

analysis presented a statistical power of 99% to detect genetic association.

Table 1. Age and 118A>G genotype distribution among groups within the sample.

Control TMJ-ID with TMJ-ID with Total
no pain chronic pain
(n=190) (n=164) (n=175) (n=529)
Age 414241757 38.07+1658  3340+13.47  37.73+16.32
AA 143 (75) 116 (71) 126 (72) 385 (73)
f?;‘)’)ty PE AG 4323 46 (28) 47 27) 136 (26)
GG 42) 2(1) 2(1) 8 (1)

TMJ-ID= Temporomandibular joint — internal derangement.

Table 2. Logistic regression results for 118A>G.

Analysis Genotype p XZ p
Control AA ref. ref. ref.
vs. AG 02751  1.2619  0.26128
TMI-ID with no pain GG 03793 02323 0.62979
Control AA -0.1260  1.0710  0.30070
vs. AG 0.2140  0.7787  0.37753
TMI-ID with chronic pain GG -0.4616 03462  0.55622
TMIJ-ID with no pain AA ref. ref. ref.
vs. AG -0.0610  0.0631  0.80156
TMJ-ID with chronic pain GG -0.0823  0.0083  0.92739

TMJ-ID= Temporomandibular joint — internal derangement; p = regression coefficient; y° = chi-

square; ref. = genotype reference for logistic regression.
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4. Discussion

Pain sensitivity varies substantially among humans and is dependent on cultural,
psychological and physiological factors. There is increasing evidence for the role of genetic
factors in individual variations in pain perception and the development of chronic pain
conditions. In our study, no association was found between OPRMI SNP 118A>G and
chronic symptomatic internal disarrangements of the temporomandibular joint. Indeed,
results of other studies on this SNP are controversial.

Pettersson et al. (2012) [35] found no association between OPRM1 SNP 118A>G
and pain-related behavior during labor. Similar results were found in the study by Vossen et
al. (2010) [47], where no effect of the G allele on pain status was observed in patients with
chronic low back pain. Huang et al. (2008) [20] also observed that OPRM1 SNP 118A>G
is not associated with pressure pain sensitivity in females. However, Fillingim et al. (2005)
[13] found different results for pressure pain threshold in relation to gender. Pain sensitivity
was greater among men homozygous for the major allele A, whereas for women, greater
sensitivity was found for heterozygous. Finan er al. (2010) [14] revealed that individuals
with at least one copy of the G minor allele show elevations in daily pain than those
homozygous for the major allele.

Although the findings regarding the association of SNP 118A>G with painful
conditions are still controversial, the relevance of this polymorphism seems to be more
evident in pharmacogenetics research involving opioids. Its association with functional pain
therapy is biologically reasonable, once it affects the main target of opioid analgesics: the
p-opioid receptor. Sequences containing the minor allele encode for an aspartic acid (D)
instead of an asparagine (N) at position 40 of the receptor extracellular region, which
affects a putative glycosylation site of the receptor [27]. In fact, many studies have reported
a relationship between minor allele and higher doses of opioid analgesics [4, 5, 16, 18, 24,
26, 40, 48].

The frequency of G allele in our population was 27%. This distribution is similar to
the study of Shi et al. (2002) [41], who observed a 25.8% frequency, and to the study of
Fillingim et al. (2005) [13], who found the frequency to be at 25%. Only 1% of our sample

was homozygous GG, which is in agreement with what has been found for Caucasian
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populations, in which this frequency ranges from 0 to 4.2% [32]. The frequency of the
minor allele differs substantially from one population to another, ranging from5% to 25%
in African American populations[2, 24], and reaching approximately 50% in Japanese
populations [4, 26].

Increasing number of studies strongly suggest that genetic predisposition plays an
important role in the mechanisms of pain (cited above). Other SNPs in the gene OPRM1
have been shown to be of functional significance [8, 39, 42] and may be associated with the
presence of pain in the TMJ-ID. Moreover, genetic studies have provided evidence for the
role of polymorphism of genes in the serotoninergic [7, 18], and catecholaminergic systems
[6] in TMJ pain.

We consider it important investigations on genetic variability in relation to pain in
TMD, involving a large number of genes that reflect different pain pathways should be
conducted. Smith er al (2011) [43] have investigated a substantial number of pain-related
candidate genes. In this study provide tentative evidence that chronic TMD is influenced by
genetic contributions within a number of gene loci, including glucocorticoid receptor gene
(NR3C1), calcium/calmodulin-dependent protein kinase 4 gene (CAMK4), muscarinic
cholinergic receptor 2 gene (CHRM?2), interferon-related developmental regulator 1 gene
(IFRD1), G protein-coupled receptor kinase 5 gene (GRKS), serotonin 2A receptor gene
(HTR2A) and variants of the gene encoding the catabolic enzyme catechol-O-
methyltransferase (COMT).

In conclusion, our results indicate that the OPRMI SNP 118A>G does not
contribute to the interindividual variability seen in chronic pain perception in Brazilian
women with TMJ-ID. Further studies are required for the confirmation of our results and to

find the genetic basis of chronic pain in TMJ-ID in other populations.
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ABSTRACT

Objective: Pain in fibromyalgia (FM) may be involved with dysfunction in the modulating
mechanism of pain sensitivity by endogenous opioid system. The p-opioid receptor (MOR)
is encoded by the OPRMI gene and is the main target of exogenous and endogenous
opioids, being able to mediate basal nociception and the 118A>G is the most common
single nucleotide polymorphism (SNP) of the OPRM 1. Because of this we hypothesized in
this study that polymorphism 118A>G in OPRM1 gene can be associated with chronic pain
of fibromyalgia. Methods: Forty one women with fibromyalgia (FMG) and 66 health
women (CG) were enrolled for DNA analyses. Participants were genotyped for the
118A>G (rs1799971) in the OPRMI. Genomic DNA was extracted from the saliva
obtained with a 3% glucose mouthwash, the fragment of interest was amplified by
polymerase chain reaction (PCR), and the alleles were identified using restriction fragment
length polymorphism (RFLP) with Dpnll enzyme. Data collected were submitted to linear
regression with additive model (o = 0.05). Results: The minor allele was observed in 10
women of FMG and 13 women of CG. The SNP was found not to be associated with pain
in fibromyalgia (p=0.788). Conclusion: The findings suggest that genetic variation in the
rs1799971 polymorphism may not affect FM pain; however, futures studies could
investigate different polymorphisms associated with fibromyalgia guiding an individual
treatment.

Key words: fibromyalgia, opioid, genetic polymorphism, genotype.

Introduction

Fibromyalgia (FM) is a common musculoskeletal syndrome of unknown etiology
characterized by chronic, widespread and persistent pain, sleep disturbance, fatigue,
stiffness, and presence of multiple tender points; it is estimated to affect about 2-4% of the
population [1,2].

The notion that persistent pain may lead to neuroplastic changes within the

peripheral and central nervous systems is now firmly established. Contemporary researches
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into the mechanisms of pain in FM have identified this syndrome as a disorder of
nociceptive processing [3,4,5], and it has become generally accepted that central
sensitization and impaired descending pain modulation are two of the mechanisms causing
widespread hypersensitivity to pain in FM [6,7]. In spite of that, the biological pathways
underlying these mechanisms remain unclear.

One of the hypothesis is the reduced ability to recruit endogenous opioid inhibitory
control of pain. The human p-opioid receptor, which is coded by the OPRM1I gene, is a
primary candidate for the pharmacogenetic variability of the clinical effects of opioid
analgesics because it is the major site of action for most opioids that are established in
clinical practice [8]. The 118G variant in the coding region of the first exon (118A>G,
rs1799971, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/) of the human p-opioid receptor gene
(OPRM1) [9] encodes for the substitution of the aminoacid asparagine (asn) to aspartic
acid (asp) at position 40 (asn40asp) of the extracellular N-terminal domain, resulting in the
loss of a putative N-glycosylation site (one of five) [8]. As consequences, a number of
studies have shown that the 118G variant is associated with less effective opioid analgesia,
whereas the 118A variant seems to protect against opioid side effects [10,11,12,13,14].

Fillingim et al. (2005) [15] have also investigated whether the 118A>G SNP of the
OPRM!]1 is associated with response to experimental pain, and they have found that subjects
carrying the minor allele have significantly higher pressure pain thresholds than those
homozygous for the major allele. Genotyping of the OPRM1 118A>G SNP also revealed
that 118G allele is more frequently found in women than in men (25% and 17%,
respectively), and a sex-by-genotype interaction emerged, in which the minor allele was
associated with lower heat pain ratings among men but higher heat pain ratings among
women. Therefore, OPRMI 118A>G SNP may alternatively affect different pain
modalities.

Finan et al. (2010) [16] evaluated if variation in the catechol-O-methyltransferase
(COMT) and p-opioid receptor (OPRM1) genes was associated with pain-related positive
affective regulation in fibromyalgia (FM). Analyses revealed a significant gene experience
interaction for COMT, such that individuals with met/met genotype experienced a greater

decline in positive affect on days when pain was elevated than did either val/met or val/val
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individuals. A gene experience interaction for OPRMI also emerged, indicating that
individuals with at least one asp40 allele maintained greater positive affect despite
elevations in daily pain than those homozygous for the asn40 allele. This findings offer
researchers ample reason to further investigate the contribution of the catecholamine and
opioid systems, and their associated genomic variants, to the still poorly understood
experience of FM.

With this in mind, it is important to clarify whether the alternative variants for
OPRM1 118A>G SNP are associated with chronic pain conditions, such as fibromyalgia.
The recognition of so is of capital importance to support further investigations on the
biological and molecular pathways affected by this genetic variation, which in turn, will
reveal novel potential targets for genomic personalized treatment of chronic pain patients.

Thus, we have conducted a preliminary study with fibromyalgia patients and healthy

volunteers to investigate if the OPRM1 118A>G SNP is associated with the chronic pain

phenotype.

Materials and Methods
Subjects

One hundred seven Brazilian women were enrolled in this study, of which 41 met
the American College of Rheumatology criteria for fibromyalgia (Fibromyalgia group) and
50 were healthy controls (control group). Volunteer patients and controls were recruited
from the Clinical Hospital of the University of Sdo Paulo (USP) and from the Dental Clinic
of the State University of Campinas (Unicamp), respectively. Participants were between the
ages of 36 and 79 years. All participants enrolled in this study have read and signed an
informed consent form, previously approved by the Ethics Committee of both Institutions.
Genomic DNA extraction and SNP genotyping

Genomic DNA was isolated from oral mucosa epithelial cells, obtained with a 3%
glucose mouthwash [17]. DNA was amplified by polymerase chain reactions (PCR) in a
final volume of 25 pl, containing 100ng of genomic DNA, 12.5 pl of Taq DNA polymerase
mix (GoTaq Green Master Mix; Promega, Madison, WI, USA), and 1 pl of primers
forward and reverse (5’GAA AAG TCT CGG TGC TCC TG3’ and 5’GTT CGG ACC
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GCA TGG GTC GGA CAG AT-3’, respectively) [18]. PCR consisted of 30 cycles of 95°C
for 30 s, 63°C for 30 s, and 72°C for 30 s, with 5 min of final extension at 72°C.
Amplification products were verified for appropriate size (202 bp), and submited to
restriction digestion with Dpnll for 1 hour at 37°C. Digestion products were then examined
by electrophoresis on 10% polyacrylamide gel. The persistence of the 202pb fragment
indicates the A allele, while breakage to a 177pb and 25pb fragments indicate the G allele.
Genotyping was conducted by individuals blinded to clinical study data and hypotheses.
Statistical analyses

Association analysis was  performed using PLINK (version 1.07,
http://pngu.mgh.harvard.edu/purcell/plink/)[19] and data were analyzed using linear

regression with additive model. The a-level was set at 0.05.

Results

Mean age of fibromyalgia and control group was 52.9 + 9.5 and 49.6 + 8.0 years,
respectively. We did not observe mean age difference among groups (p=0.076). Linear
regression results did not show association between SNP 118A>G genotypes and
fibromyalgia (p=0.566), according with Table 1. A similar result was maintained even

when the linear regression analysis was adjusted for age (p=0,993).

Table 1. Linear regression results for 118A>G.

Groups
Genotype Control Fibromyalgia MAF OR SE CI P
AA 53 31 0.1075 1.31 0477 0.515-3.35 0.566
AG 13 10

MAF= minor allele frequency; OR= Odds Ratio; SE= Standard Error; CI= Confidence Interval.

Discussion
Chronic pain conditions are prevalent in the general population. Pain sensitivity
varies substantially among humans and is dependent on cultural, psychological and

physiological factors. There is increasing evidence for the role of genetic factors in
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individual variations in pain perception and the development of chronic pain conditions.
Fibromyalgia is a chronic widespread pain disorder which is now recognized as one of
many central pain syndromes. Increasing evidence supports a role for genetic factors in the
development of FM [21]. It is well known that the 118A>G SNP of the p-opioid receptor
gene affects opioid receptor function and pain responses [15,20,21]. However, we were not
able to replicate these findings in this preliminary study, and to date, no other study has
attempted to investigate the association between SNP 118A>G and fibromyalgia.

We have found a minor allele frequency (MAF) of 10.75% in our population
sample, and no minor allele homozygotes. A simple search for rs1799971 on NCBI
reference assembly reveals that these findings are similar to those that has been reported for
Caucasian individuals, among which the MAF ranges from 11.9-17% and genotype
frequency for G homozygotes ranges from 0-4.2%
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=1799971). These findings are
also similar to genotype frequencies previously reported by other studies [15,22,23].
Nonetheless, minor allele G frequency differs substantially from population to another. For
instance, the frequency of this allele is up to 50% in Japanese [11,14], and between 5% to
25% in African-American populations [10,24].

It is still controversial in the literature whether or not an increase in pain is observed
in individuals carrying the minor allele. Finan er al. (2010) [16] have attempted to
determine if genetic variations in the catechol-O-methyltransferase (COMT) and mu-opioid
receptor (OPRM 1) genes were associated with pain-related positive affective regulation in
fibromyalgia (FM). Analyses revealed a significant gene x experience interaction for both
genes, and indicated that individuals with at least one copy of the G minor allele maintained
greater positive affect despite of the elevations in daily pain than those homozygous for the
major allele. Fillingim et al. (2005) [15] found different results for pressure pain threshold
in relation to gender. Pain sensitivity was greater among men homozygous for the major
allele A, whereas for women, greater sensitivity was found for heterozygous. However,
Vossen et al. (2010) [25] observed no significant effects were found concerning the
OPRM1 A118G polymorphism and chronic low back pain. Huang et al. (2008) [26]
observed that 118A>G SNP of the OPRMI1 gene is not associated with pressure pain
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sensitivity in females. These studies differ in phenotype of our analysis. In our study, the
phenotype was studied chronic pain in patients with fibromyalgia. And the hypothesis that
SNP 118A>G is associated with chronic pain in patients with fibromyalgia was denied.

Although the findings regarding the association of SNP 118A>G with painful
conditions are still controversial, it has been the center of interest of pharmaco genetic
research addressing opioids. It’s functional association with pain therapy is biologically
reasonable because it affects the main target of clinically relevant opioid analgesics, the 1-
opioid receptor. Sequences containing the minor allele encode for an aspartic acid (D)
instead of an asparagine (N) at position 40 of the receptor extracellular region, which
affects a putative glycosylation site of the receptor [8]. Indeed, many studies have reported
a relationship between minor allele and higher doses of analgesics [10, 11, 13, 14].

One potential reason for pain symptoms in FM may be inadequate descending
antinociceptive activity. Research suggests that such activity may be deficient or absent in
FM [27]. In humans, the two principal descending inhibitory pain pathways involve either
norepinephrine/serotonin or opioids, but psychophysical studies are incapable of
distinguishing which of these pathways may be affected. Harris et al. (2007) [28] detected
decreased MOR availability in FM patients using p-opioid receptor (MOR) positron
emission tomography, demonstrating a dysregulation of this neurotransmitter system in this
disease.These findings indicate altered endogenous opioid analgesic activity in FM.
However, hypothesis that SNP 118 A>G in the OPRM1 gene (rs1799971) is associated with
chronic pain in fibromyalgia, wasn’t supported. Further studies are required for the
confirmation of our results in other populations. It is important to investigate different
polymorphisms, mainly in the descending inhibitory pain pathways, in order to find

possible association with chronic pain in fibromyalgia and guide an individual treatment.
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CONSIDERACOES GERAIS

A revisdo da literatura possibilitou verficar a comorbidade entre disfun¢ado
temporomandibular e a fibromialgia. Frequentemente, pacientes com FM apresentam sinais
e sintomas de DTM. Portanto, a importancia de uma avaliagdo precisa ¢ adequada do
sistema estomatognatico em pacientes com FM ¢ evidente e requer maiores cuidados no
diagnostico e na intervencao terapéutica. Neste capitulo também se pdde verificar que a
patogénese da dor na FM e na DTM ainda ndo esta bem estabelecida. Varias vertentes de
estudos sdo encontradas na literatura, porém ainda nao ha um consenso sobre este assunto.
Estudos na area de Biologia Molecular tém revelado que os fatores congénitos predispdem
mais um individuo que o outro a apresentar os sintomas da dor crdnica, tanto na FM
(Vargas-Alarcon et al., 2012; Mergener et al., 2011) quanto nas DTM (Diatchenko et al.,
2006; Tchivileva et al., 2010; Aneiros-Guerrero et al., 2011) .

E nesta linha de pesquisa que se encontram o segundo e terceiro artigos. Ambos
objetivaram associar o fendtipo dor cronica com o polimorfismo de nucleotideo unico
118A>G (rs1799971). No capitulo II foram avaliadas mulheres portadoras de desarranjo
interno da ATM com dor cronica, sem dor e mulheres saudaveis; e no capitulo III foram
avaliadas mulheres com fibromialgia e mulheres saudaveis. Os resultados de ambos os
capitulos foram semelhantes: ndo houve associacdo entre a presenga do SNP 118A>G ¢ o
fenotipo de dor cronica para ambas as sindromes.

Como ndo foi observada associa¢do do polimorfismo 118 A>G do gene OPRM1
com o fendtipo dor cronica, futuras pesquisas deverdo ser direcionadas para outros
polimorfismos que permitam esclarecer o porqué das alteragdes na expressao da dor em
individuos portadores de DTM e de FM. Estes resultados certamente vao complementar a
literatura na area de Biologia Molecular, que estd em constante busca de associagdes entre
alteragdes genéticas e condigdes patologicas, pois identificando estes polimorfismos, que
podem estar em combinagdo, serdo revelados novos alvos potenciais para o tratamento

individualizado de pacientes com dor cronica.
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CONCLUSOES

De acordo com os resultados deste estudo, podemos concluir que:
e Existe comorbidade entre fibromialgia e disfungao temporomandibular, visto que na
literatura se observa uma alta prevaléncia de DTM em pacientes com FM.
e Nao ha associagdo entre o polimorfismo de nucleotideo simples 118A>G
(rs1799971) no gene receptor p-opidide 1 (OPRMI) e dor cronica em mulheres
portadoras de desarranjo interno da articulagdo temporomandibular e em mulheres

portadoras de fibromialgia.
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II — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Nos os pesquisadores, Maisa Soares Gui, Luana Maria Martins Aquino e Prof* Dra.
Célia M. Rizzatti Barbosa gostariamos de convida-lo a participar da pesquisa: ANALISE
DE POLIMORFISMO DO GENE RECEPTOR p-OPIOIDE (OPRMI) E ESTUDO
SOBRE PREVALENCIA, DIAGNOSTICO E TRATAMENTO ALTERNATIVO EM
PACIENTES PORTADORES DE DISTURBIOS DO SONO, FIBROMIALGIA, E
DISFUNCAO TEMPORMANDIBULAR.

As disfung¢des temporomandibulares, ou seja, as desordens da articulagdo da boca,
associadas a fibromialgia apresentam importante impacto na qualidade de vida dos
pacientes e determinam sérias incapacitagdes, portanto a busca por recursos alternativos
para o tratamento da dor nessas disfun¢des em fibromialgicos e o estudo da predisposicao
genética para a dor se fazem importantes na tentativa de minimizar o impacto, ou seja, 0s

problemas que fibromialgia gera sobre a qualidade de vida destes pacientes.
Objetivo do estudo:

Essas informagdes estdo sendo fornecidas para sua participacdo voluntaria neste
estudo, com o objetivo de investigar os seguintes sinais e sintomas presentes na
fibromialgia: Distirbios do sono, dor e desordem na articulagdo temporomandibular (ou
seja, a articulacdo da boca).Se houver a presenca da dor e desordem da articulagdo
temporomandibular, o segundo objetivo deste trabalho serd avaliar os efeitos da
Estimulagdo Elétrica de Alta Voltagem (um aparelho da fisioterapia que estimula os
musculos da face) na dor, no sono ¢ a atividade elétrica dos musculos da face. Se nao
houver a presenca de desordem nesta articulagdo ou se vocé€ nao possui nem fibromialgia e
nem a Disfun¢do temporomandibular o terceiro objetivo deste trabalho serd investigar a
existéncia de uma mudanga genética que leva a uma maior sintomatologia dolorosa, ou

seja, maior sensibilidade e persisténcia da dor.
Explicacao dos Procedimentos:

Durante sua participacdo serd realizado uma avaliagdo clinica, que consiste em

perguntas a respeito de sua idade, profissao, enderego, doengas recentes e anteriores, uso de
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medicamentos, gravidez, habitos de vida, nutricionais, padrao de sono, tabagismo, uso de
proteses dentais removiveis ou aparelhos ortoddnticos entre outras. Sera necessaria também
a avaliagdo da sua dor e a identificagdo de Disfuncdo Temporomandibular através de
questionario, que vocé preenchera e vamos solicitar que vocé movimente sua boca no seu
limite maximo e vamos anotar em centimetros esse valor. Nao sera realizado nem um
procedimento invasivo.

Se for identificada a disfuncdo vocé sera submetida a analise da atividade elétrica
muscular que serd captada por 2 eletrodos, fixados na pele, com esparadrapo, na lado
esquerdo e direito da face e posteriormente sera feito a aplicacdo da Estimulacao elétrica de
Alta Voltagem nos musculos da regido lateral da face, por 30 minutos 1 vez na semana,
durante 4 semanas. Sendo necessario um intervalo de 15 dias e a repeticao do tratamento
por mais 4 semanas.

Se vocé tem fibromialgia e nao for identificada nenhuma disfunc¢do na articulagao
da boca, ou se nao possuir nenhuma disfun¢do e nem fibromialgia sera coletada sua saliva
através de um bochecho com solucao de glicose. Da sua saliva serd removida células para

analise genética.
Das informacades:

¢ A metodologia proposta ¢ a iinica disponivel para se atingir os objetivos do trabalho;

e As voluntirias ndo serdo submetidas a riscos durante toda a fase do exame
eletromiografico ou aplicagdo da Estimulagao elétrica de Alta Voltagem,ou mesmo
durante a coleta de saliva. Sera necessario somente a colocagdo de eletrodos na pele na
lateral da face. Este procedimento ndo causa qualquer sensacdo dolorosa, vocé podera,
ou ndo, sentir somente um pequeno desconforto, ou seja, uma sensagdo de formigamento
na face durante a aplicacdo da Estimulagdo Elétrica de Alta Voltagem.

e Possiveis Beneficios: Para todos os grupos a pesquisa possibilitara ampliar os
conhecimentos sobre os sinais e sintomas da fibromialgia e Disfungéo
Temporomandibular e sua ligacdo com os Disturbios do sono, qualidade de vida e
predisposi¢do genética para a dor. Para o grupo com as duas condigdes de dor:

fibromialgia e a disfungdo na articulacdo da boca espera-se que a aplicacdo da
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Estimulacao Elétrica de Alta Voltagem, nestes individuos, promova melhora da dor e
equilibrio do sinal eletromiografico, com conseqiiente melhora na qualidade de vida.
Porém ressaltamos que estes beneficios sdo os esperados e, portanto podem nao ocorrer
em todos os voluntarios.

A voluntéria tem garantia que recebera respostas a qualquer pergunta ou esclarecimento
quanto aos procedimentos, riscos ou beneficios da pesquisa. A principal investigadora
(orientadora) ¢ a Prof* Dra Célia Marisa Rizzatti Barbosa, que pode ser encontrado no
enderego: Av. Limeira, n° Piracicaba/SP, Telefone(s) (19) 21065373, e a pesquisadora
responsavel: Maisa Soares Gui, tel: 19 81710130 / 19 34418728; email:
maisa_gui@yahoo.com.br; e demais pesquisadores: Luana Maria Martins de Aquino ,
tel: 19 88191231, Marcele Jardim (19) 8140-9232.

Além dos atendimentos que vocés ja recebem nos centros de estudos do sono no
HC/FMUSP ou na clinica de odontologia de Piracicaba, vocé receberd acompanhamento
durante todo o periodo de tratamento e avaliagdo da pesquisa por meio dos
pesquisadores: Maisa Soares Gui e Luana Maria Martins de Aquino (telefones acima);
Em caso de duvidas quanto aos seus direitos como voluntario de pesquisa entre em
contato com o Comité de Etica em Pesquisa da FOP: Av Limeira 901, FOP-Unicamp,
CEP 13414-903, Piracicaba — SP. Fone/Fax 19- 21065349, e-mail cep@fop.unicamp.br
e webpage www.fop.unicamp.br/cep”.

Em qualquer fase do estudo, as voluntérias poderdo retirar o termo de consentimento e
com isso deixar de fazer parte do estudo, sem que isto leve a penalidade;

Os pesquisadores asseguram a privacidade da voluntaria quanto a sua identidade e aos
dados envolvidos com o estudo. Os resultados obtidos neste estudo serdo divulgados
exclusivamente para fins académicos;

A Uunica despesa que a voluntaria terd com a participacdo no projeto sera com o
transporte, sendo o valor do bilhete pago a mesma pelos pesquisadores;

Na eventualidade de qualquer dano decorrente da pesquisa, os pesquisadores asseguram
o tratamento integral da voluntdria sem nenhum custo financeiro as mesmas e na
presenca de qualquer intercorréncia decorrente da pesquisa, a voluntaria sera

encaminhada imediatamente ao médico, sem qualquer custo a0 mesmo;
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e Uma copia do projeto de pesquisa estara a disposicido das voluntarias para consulta
e/ou esclarecimentos de duvidas no Centro de Estudos do Sono do Hospital das
Clinicas da FCM da USP — Sao Paulo e no Laboratério de Eletromiografia (Setor
de Anatomia) da FOP/Unicamp e uma copia deste termo de consentimento sera
entregue as voluntarias.

e Os procedimentos desta pesquisa estdo de acordo com as diretrizes e normas
regulamentadoras de pesquisa envolvendo seres humanos atendendo a Resolugdo n° 196,
de 10 de outubro de 1996, do Conselho Nacional de Saude do Ministério da Saude —
Brasilia/DF;

e O local dos exames sera o Centro de Estudos do Sono do Hospital das Clinicas de Sao
Paulo e a Faculdade de Odontologia de Piracicaba — Clinica de P6s Graduagao;

e Ao final das pesquisas, se vocé manifestar o desejo, podera ser entregue via correio o
resultado da analise genética decorrente da coleta de saliva, a qual sera feita pela
pesquisadora Luana Maria Martins Aquino.

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informagdes que li ou que
foram lidas para mim, descrevendo o estudo.Eu discuti com o Dra. Célia Marisa Rizzatti
Barbosa sobre a minha decisdo em participar nesse estudo. Ficaram claros para mim quais
sdo os propositos do estudo, os procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e
riscos, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro
também que minha participagao ¢ isenta de despesas e se houver prejuizos imprevisiveis
decorrentes da pesquisa tenho garantia do acesso a tratamento hospitalar. Concordo
voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar o0 meu consentimento a
qualquer momento, antes ou durante o mesmo, sem penalidades ou prejuizo ou perda de
qualquer beneficio que eu possa ter adquirido, ou no meu atendimento neste Servi¢o, ou a
qualquer prejuizo, inclusive quanto ao tratamento clinico que porventura tenha direito
independentemente da pesquisa.

Eu, , RG n° , CPF

n° , abaixo assinado, concordo em participar do estudo “ANALISE
DE POLIMORFISMO DO GENE RECEPTOR p-OPIOIDE (OPRMI) E ESTUDO
SOBRE PREVALENCIA, DIAGNOSTICO E TRATAMENTO.
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I1I - Carta de aceite do capitulo 1 desta tese na revista Brazilian Dental Science

Correspondéncia entre Editor/Autor

2012-10-09 02:25

Assunto: [BDS]Artigo Aceito - "Disfuncdo Temporomandibular na
Fibromialgia: Uma Visdo Critica"

Prezados autores Luana Maria Martins de Aquino, Maisa Soares
Gui, Marcele Pimentel, Rubens Reimao e Célia Marisa Rizzatti-

Barbosa,

Comunicamos que o artigo intitulado "Disfuncao
Temporomandibular na Fibromialgia: Uma Visao Critica" foi
cuidadosamente avaliado pelos revisores, que aprovaram o trabalho
para publica¢do no proximo nimero da revista.

O trabalho passara agora pelo processo de edi¢do e revisao de lingua
portuguesa e inglesa, bem como correcdes de normalizagdo técnica.
Antes da pubicagdo enviaremos a versao final para a aprovagao.

Agradecemos o interesse em publicar na Brazilian Dental Science.

Att.

Lucélia Lemes Gongalves

Comissao Editorial

Brazilian Dental Science

Brazilian Dental Science

(Ciéncia Odontologica Brasileira)

Faculdade de Odontologia de Sao José dos Campos
Universidade Estadual Paulista - UNESP
http://ojs.fosjc.unesp.br/index.php/cob

http://ojs.fosjc.unesp.br/index.php/cob/author/viewEditorDecisionComments/777# 287
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