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RESUMO

Objetivo: avaliar anormalidades bioquimicas que possam estar
relacionadas a fibromialgia, mais especificamente o metabolismo
oxidante de granulécitos de pacientes com fibromialgia priméria
(FMP). Métodos: foram selecionados 10 pacientes (9 mulheres e
1 homem) portadores de FMP, com idade entre 20 e 40 anos, de
acordo com os critérios do Colégio Americano de Reumatologia,
que ndo apresentavam qualquer outra doenca de curso agudo
ou cronico e estavam sem utilizar medicamentos no minimo
durante duas semanas. Controles normais (n = 19) pareados por
sexo e idade foram selecionados. Os granuldcitos de pacientes e
controles foram separados do sangue periférico e utilizados como
célula de trabalho. A produgio de espécies reativas de oxigénio
(ERO) foi determinada por meio de ensaio de quimioluminescéncia
dependente de luminol. Resultados: demonstramos, pela primeira
vez, uma producio significantemente elevada de ERO (3,2 vezes
maior) em granuldcitos de sangue periférico de pacientes com
FMP (p < 0,05). Conclusdes: estes resultados demonstraram um
comportamento anormal dos granulécitos de pacientes com FMP,
em que uma producio aumentada de espécies reativas do oxigénio
foi observada. Estudos futuros serio necessarios para melhor
esclarecer estes resultados, delineando uma nova perspectiva na
compreensio e abordagem destes pacientes.

Palavras-chave: fibromialgia, espécies reativas de oxigénio,
granuldcitos.

ABSTRACT

Objective: Our aim in this paper was to evaluate the biochemical
abnormalities that may be correlated with fibromyalgia, such as
the ROS production by granulocytes from patients with
fibromyalgia in comparison to cells from healthy subjects.
Methods: Ten patients (9 women and 1 man, age ranging from
20 to 40 years old) with primary fibromyalgia, according to the
American College of Rheumatology criteria, were selected. None
of them were using medications 2 weeks before starting the study.
Patients with rheumatic and non-rheumatic associated disease were
excluded. Sex and age-matched healthy controls (n = 19) were
simultaneously selected. The granulocytes from patients and
controls were collected from peripheral blood. The quantification
of reactive oxygen species was performed in a luminol-dependent
chemiluminescence assay. Results: We have demonstrated, for
the first time, the increase of ROS production (3.2 times) in
peripheral blood granulocytes from patients with fibromyalgia in
comparison to the same cells from healthy subjects. Conclusions:
The present result may indicate a possible role of free radicals in
fibromyalgia subjects, once they have already been shown in other
human diseases, including painful states. We suggest that further
studies are needed to understand the importance of these findings,
delineating a new perspective in understanding and approach of
fibromyalgia patients.
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INTRODUGCAO

A fibromialgia (FM) ¢ uma desordem musculoesquelética
cronica, de etiologia desconhecida, caracterizada por dor difusa,
notadamente em sitios anatomicos especificos (tender points),
além de outras manifestacdes clinicas como fadiga, distirbios
do sono e sindrome do célon irritivel ™. Em 1990, o Colégio
Americano de Reumatologia (ACR) definiu os critérios para
classificagio de pacientes portadores de FM com uma
sensibilidade de 88,4% e especificidade de 81,1%"". Evidéncias
sugerem a presenca de fatores genéticos, em combina¢io com
mecanismos de dor peritéricos e/ou centrais, envolvidos no
desenvolvimento da dor cronica e difusa relatada pelos
pacientes®1%19,
demonstraram a presenca de fatores familiares influenciando
significativamente a sensibilidade dolorosa, podendo estar, pelo
menos em parte, associada a influéncias genéticas relacionadas
a0 sexo na transmissdo ou modulacio da dor??,

Na FM, de acordo com modelo etiopatogénico pro-
posto®2¥ ) a sensibilidade dolorosa anormal depende de
uma suscetibilidade genética e envolve os eixos neuroen-

Trabalhos em animais e seres humanos

décrinos, incluindo o eixo hipotilamo-hipéfise-adrenal
(HPA), assim como defeitos estruturais especificos no sistema
musculoesquelético e sistema nervoso central (SNC). Estes
produzem uma transmissio nociceptiva periférica
exacerbada até os cornos dorsais da medula espinhal. Fatores
ambientais como trauma fisico, eventos estressantes e
agentes infecciosos podem levar a altos niveis de trans-
missio nociceptiva, por meio da producio de microtrauma
muscular ou liberacio do fator de crescimento neuronal
(NGF), que, por sua vez, regula a expressio da substancia
"p" (SP) nos nervos sensoriais. Estes autores propoem que
a via final de todos esses fatores é o processo de sensibi-

lizacio central®2¥,

A ativagdo pelos aminodcidos excita-
térios de neurdnios com sitios de receptores N-metil-D-
aspartato (NMDA) e a libera¢io dos neurotransmissores SP,
peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP) e
dinorfina® sio fatores que concorrem para a altera¢io
funcional nos neurénios do corno dorsal da medula
espinhal, que aumenta de forma importante a transmissao
nociceptiva para o cérebro. Esta exacerbacio, eventual-
mente, poderia levar a altera¢des funcionais em estruturas
envolvidas na modulacio ou processamento nociceptivo
(por exemplo, tilamo). Poderia haver ainda uma interacio
reciproca entre as estruturas do sistema limbico e o eixo
HPA. Segundo Bradley et al.®?, todos estes processos teriam
como denominador comum a sensibilidade dolorosa
anormal e difusa caracteristica da fibromialgia.
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Atualmente, ¢é sugerida a participagio de radicais de
oxigénio como mediadores importantes em diferentes
doengas. Embora, o nosso corpo use o oxigénio e as reacoes
de oxidacdo para efeitos benéficos de geracio de energia e
destruicio de invasores, alguns de seus efeitos deletérios
nio podem ser evitados, causados por formas parcialmente
reduzidas de oxigénio. Em reconhecimento ao importante
papel que as espécies derivadas do oxigénio desempenham
na biologia, elas foram agrupadas e chamadas de espécies
reativas de oxigénio (ERO).

A geracio de ERO nas células pode ser direcional ou
constitutiva. Células fagociticas ativadas geram ER O inten-
cionalmente como parte de sua agio bactericida. Em con-
di¢des normais, entretanto, a principal fonte de ERO nas
células é a perda de elétrons da cadeia de transporte na
mitocondria e no reticulo citoplasmitico®*. A producio
de ERO tem sido associada com o desenvolvimento de
varias doencas, incluindo aterosclerose, doencas neuro-
degenerativas e cancer®.

O nosso estudo visa a avaliacdo da capacidade de granu-
16citos de sangue periférico de pacientes com fibromialgia
primdria (FMP) de produzir ERO. Embora, a FM nio
venha sendo abordada no contexto de uma doenca infla-
matéria, mas principalmente como um modelo de dor
cronica, o estudo do comportamento metabdlico de uma
célula envolvida na defesa adaptativa e em processos
inflamatérios é justificada, haja vista, que a producio de
ERO por granulécitos em condic¢des fisioldgicas e
patoldgicas ja foi bem estabelecida.

PACIENTES E METODOS

1. DESENHO DO ESTUDO

Estudo tipo caso-controle, seccional, envolvendo a deter-
minacio da producio de espécies reativas de oxigénio pelos
granul6citos de sangue periférico de pacientes portadores
de fibromialgia primaria comparada a dos controles.

2. SELECAO DOS PACIENTES

Foram incluidos no estudo pacientes com diagnédstico de
FMP atendidos no Servico de Reumatologia da Santa Casa
de Belo Horizonte, no periodo de 1¢ de janeiro a 31 de
setembro de 2000. A sele¢io dos pacientes foi feita mediante
aplicagdo de protocolo contendo histéria clinica e exame
fisico. Foram incluidos 10 pacientes (9 mulheres e 1
homem), com faixa etiria entre 20 e 40 anos, sem
anormalidades ao exame clinico e complementares
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padronizados (item 3). Nenhum deles estava em uso de
qualquer medica¢io por pelo menos duas semanas ante-
riores a0 estudo. Pacientes portadores de doenca cronica,
gestantes e obesos (definidos pelo cilculo do indice de massa
corpérea) foram excluidos do estudo. A identificacio dos
pontos dolorosos foi feita manualmente. O estudo foi
aprovado pelo Comité de Etica e o termo de consentimento
foi obtido de todos os participantes.

3. CONTROLES

Foram incluidos 19 individuos sadios, correspondendo a
mesma faixa etiria e ao sexo dos pacientes, sem queixas
dolorosas atuais ou cronicas, sem outras doencas, particular-
mente as de curso cronico ou cardter inflamatério e
degenerativo, identificadas durante histéria clinica, exame
fisico e exames complementares padrdes. Nenhum deles
fazia uso continuo de medicamentos.

4. EXAMES COMPLEMENTARES

SOLICITADOS AOS PARTICIPANTES

Hemograma completo, velocidade de hemossedimentagio
(VHS, Westergreen/Automatizado), proteina C reativa
(PCR, Nefelometria), glicemia de jejum e duas horas apds
dextrosol, colesterol total e fra¢cdes, triglicérides, creatinina,
uréia, proteinas totais e fra¢des, calcio idnico, fésforo,
fosfatase alcalina, transaminases (TGO e TGP), creatininafos-
foquinase (CPK) total, fator reumatéide (latex), anticorpo
antinuclear (Hep2), B-HCG, hormonio estimulante da
tiredide (TSH), T4 livre e urina rotina.

5. SEPARACAO DAS CELULAS

Os granulécitos do sangue periférico (PMN) foram
purificados de 10 ml de sangue venoso heparinizado,
usando o gradiente Ficoll-Hypaque de acordo com
Bicalho et al.?”, com discretas modificacdes. Foram usados
somente dois gradientes de Ficoll-Hypaque
(d=1,12 e d = 1,08). A viabilidade celular de cada amostra
foi superior a 95%, como determinado pelo teste de
exclusio pelo azul Trypan.

6. QUANTIFICACAO DAS ESPECIES ATIVAS

DE OXIGENIO (EAO): QUIMIOLUMINESCENCIA
DEPENDENTE DE LUMINOL

A determinag¢do quantitativa de espécies reativas de
oxigénio produzidas por granulécitos de sangue periférico
de pacientes com FMP e controles normais foi realizada
em um ensaio de quimioluminescéncia dependente de
luminol, conforme descrito por Gémez et al.®".
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Granulécitos (5 x 106/100 pL diluidos em solugio de
Hank) de pacientes ou dos controles eram colocados em
tubos proprios para este tipo de ensaio. A seguir cada tubo
recebia um volume adicional de 500 pL de luminol dissol-
vido em DMSO (dimetilsulféxido) diluido com Hank
originando uma concentra¢io de 0,4 pM. O volume final
era ajustado para 700 pL com Hank (pH 7,3). As medidas
eram entio realizadas em um luminoémetro 1250-101
(LUMAT — LB 9501 — Berthold/Germany).

A quimioluminescéncia emitida pelos granuldcitos era
medida durante 10 minutos, tempo suficiente para obser-
vacio do pico maximo. Os resultados foram expressos em
RLU/10 min (relative light units) ou quimioluminescéncia
total em 10 minutos de reacio. Os experimentos usando
granuldcitos de pacientes com FMP e os respectivos con-
troles sadios eram realizados simultaneamente. Os experi-
mentos foram realizados em tréplica.

7. ANALISE ESTATISTICA

Analise estatistica foi realizada utilizando o teste “t de
Student”, usando o programa estatistico Epi Info 6.04b.
P < 0,05 foi considerado como estatisticamente significativo.

RESULTADOS

Foram estudados 10 pacientes (9 mulheres e 1 homem) e
19 controles sadios pareados por sexo e idade. A média de
idade dos pacientes foi de 33 anos e dos controles, 30 anos.
O numero de pontos dolorosos foi igual ou superior a 16
em 77% dos pacientes. Este mesmo percentual de pacientes
apresentava mais de trés anos de evolucio dos sintomas.
O sedentarismo nio diferiu entre os grupos (Tabela 1).
Os exames complementares realizados nos dois grupos (item
4 de pacientes e métodos) nio diferiram estatisticamente,
os resultados de hemoglobina, contagem global de
leucdcitos e VHS estdo descritos na Tabela 2.

TABELA 1
CARACTERISTICAS CLINICAS DOS GRUPOS
CONTROLES E COM FIBROMIALGIA

Grupos N Idade+DP PD(11-18) TED (anos) sedentarismo
FMP 10 32,6+51 >16 (76,9%) >3 (76,9%) (8)61,5%
Controle 19 30,1x5,1 0 0 (9) 69,2%

FMP = fibromialgia primaria; DP = desvio padrdo; PD = pontos dolorosos; TED = tempo
evolugdo doenca; Sedentarismo = atividade fisica inferior a 3 vezes/semana durante
no minimo 30 minutos.
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TABELA 2
VALORES DE HEMOGLOBINA, GLOBAL DE LEUCOCITOS,
NEUTROFILOS E HEMOSSEDIMENTAGCAO EM PACIENTES
comM FMP E CONTROLES

Grupos N Hb(g/dl) Leu(mm?) Neu(mm?)  VHS(mm/h)
FMP 10 13,1+0,6  5.930+1645  3.170+765 13+3,1
Controle 19 11,3#3,9  5.031+1284  2.926+553 11,3+3,9

FMP = fibromialgia primaria; Hb = hemoglobina; Leu = contagem global de leucécitos;
Neu = contagem de neutréfilos; VHS = hemossedimentacdo; valores representam a
médiaz desvio padrao.

DETERMINACAO DE ERO

Quantificamos a produg¢io de ERO em granuldcitos de sangue
periférico por meio de quimioluminescéncia dependente de
luminol e expressamos os resultados obtidos pela somatéria
de ERO produzidos durante 10 minutos de reagido. Neste
tempo, em todos os testes, foram claramente definidos o inicio
da reagdo, o pico miximo e a descida da curva, definida pela
alteracio de sua inclinacio. Os resultados mostraram uma
producio aumentada de ERO nos pacientes com FMP de
11525,5+5858,5 [RLU/107], enquanto nos controles foi de
3631,1£1396,1 [RLU/10"] (Figura 1). Apesar de ter sido
significativa (p < 0,05), a variacio foi relativamente grande,
apresentando um coeficiente de variagio de 50,8% nos
pacientes e 38,4% nos controles. O valor expresso em E/C
(experimentos/controles) demonstra uma produ¢io de 3,2
vezes mais ERO pelo grupo de pacientes.

20000

p<0,05

16000 A

12000 A

8000 -

ROS (RLU/min)

4000 A

CONTROLES

PACIENTES

ERO = Espécies Reativas de Oxigénio
RLU/min = unidades de luz emitidas/minuto

FiGura 1 - Producdo de ERO por granulécitos de sangue periférico de
pacientes com fibromialgia.
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DISCUSSAO

A fibromialgia é condi¢io comum na populag¢io, freqlien-
temente reconhecida na pritica médica nas mais diversas
especialidades. Em particular na reumatologia é responsavel
por um percentual elevado de atendimentos ambulatoriais.
As caracteristicas clinicas destes pacientes, como a limita¢io
imposta pela dor e anormalidades psicolégicas e psiquia-
tricas habitualmente presentes, constituem desafio para o
pesquisador, para o médico e para os sistemas de saude.
As lacunas no campo da etiopatogénese nio permitem um
tratamento mais especifico e abrem um extenso campo de
pesquisa, fornecendo resultados conflitantes, e com
freqiiéncia nio permitem a construgio de um modelo Gnico
para explicar essa complexa sindrome dolorosa.

Os focos das pesquisas atuais concentram-se no enten-
dimento da FM como um modelo de dor cronica, caracte-
rizada por alodinia e hiperalgesia, em que mecanismos de
dor periféricos e/ou centrais, em um individuo genetica-
mente suscetivel, seriam responsaveis pela sintomatologia.
Este estudo procurou avaliar anormalidades do metabo-
lismo celular em pacientes com FMP, especificamente a
producio de espécies reativas de oxigénio por granuldcitos
de sangue periférico destes pacientes. Observamos, pela
primeira vez, um aumento significativo das espécies
oxidantes em pacientes com FM. Nossos resultados apresen-
taram grande variabilidade, possivelmente decorrente do
tamanho pequeno da amostra, além de uma maior variabi-
lidade ocasionalmente vista em experimentos com células
humana in vitro.

O metabolismo celular é responsavel, entre outros, pela
formacio de espécies reativas de oxigénio, sendo seu
principal representante o superéxido (O,7). Estes radicais
livres tém sido estudados no contexto de varias doencas
humanas, incluindo as reumatolégicas, em particular as de
cariter inflamatério e degenerativo®. Na FM este campo
permanece inexplorado. Uma vez que a produgio de
espécies reativas de oxigénio tem sido demonstrada como
relevante em virias doencas, optamos por quantifici-las
na fibromialgia, constatando que espécies reativas de
oxigénio (ERO) sio continuamente formadas no corpo
humano e removidas pelas defesas antioxidantes®V. Estas
espécies parecem estar implicadas em mais de 50 doengas

humanas®?,

nas quais estes radicais mediariam a injdria
tecidual na maioria ou mesmo em todas elas®?.

A participacio de ERO em doengas humanas é crescente,
entretanto, em alguns casos pode ser apenas um epifeno-

meno®). Numerosos estudos sugerem participacio impor-
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tante de ERO na etiologia e patogenia das principais desor-
dens neurodegenerativas, tais como mal de Alzheimer,
esclerose lateral amiotréfica, doenca de Parkinson e esclerose
multipla®). Tem sido relatada também a participacio de ERO
em doencas auto-imunes, no cincer e na aterosclerose®”.

Em ampla revisdo da literatura, nio encontramos estudos
que correlacionassem ERO com fibromialgia. Pela primeira
vez, nosso estudo demonstrou claramente uma produg¢io
maior de ERO pelos granulécitos de pacientes com FMP,
conforme demonstrado na Figura 1. Nossos dados sio
descritivos, nio tendo sido possivel definir se estes achados
sdo relevantes na fisiopatologia desta complexa anormali-
dade dolorosa ou mesmo encaixa-los nos modelos ja
propostos pela literatura. Talvez possa ser até mesmo um
epifendmeno. As doencas até entio definidas como
relacionadas a produ¢io aumentada de ERO apresentam
um cariter inflamatério e degenerativo, o que nio é
observado na fibromialgia. Na reumatologia, uma producio
aumentada de ERO tem sido apontada como importante
na lesdo tecidual observada em processos inflamatérios de
doencas como a artrite reumat6ide®.

Na FM, a dor é o sintoma predominante e a participagio
de radicais livres ja foi testada experimentalmente e in vivo
em processos de dor. Os efeitos dos radicais de oxigénio
em fibras aferentes nociceptivas foram avaliados experi-
mentalmente em preparado de pele e nervo de camun-
dongo, utilizando solucio de hidrogénio perdxido, nio
havendo diferenca na sensibilizacio nociceptora®®.
Ja pacientes com dor facial idiopatica (disfunc¢ao de articu-
lagbes temporomandibulares - ATM) foram investigados
para presenca de atividade anormal de radicais livres no
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