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RESUMO

A dor cronica ¢ um problema de satde publica, pois apresenta alta prevaléncia ao redor do
mundo e esta associada a prejuizos fisicos, emocionais, sociais e laborais. Seu tratamento esta
associado a custos elevados e, em muitos casos, a resposta as alternativas terapéuticas atuais
ndo sdo adequadas. O conhecimento da relagdo entre a dor cronica e o sistema imune ainda
nao ¢ compreendida de forma ampla a fim de possibilitar o desenvolvimento de tratamentos
mais efetivos. A despeito das tentativas anteriores de desvendar essa relagdo, os trabalhos
realizados com humanos apresentam dados controversos e limitados. Objetivo: Esta pesquisa
tem o objetivo de comparar os niveis séricos de citocinas inflamatérias e a fenotipagem de
subpopulagdes de linfocitos de pacientes com dor cronica do Ambulatdorio de Dor do Hospital
Universitario Professor Edgard Santos, em Salvador, e individuos sem dor. Metodologia: Foi
realizado um estudo observacional do tipo inquérito epidemiolodgico e foram avaliados os
niveis séricos das citocinas inflamatorias IL-18, IL-4, IL-6, IL-10, IFN-y, TNF-a pelo método
de Cytometric Bead Array (CBA) (eBioscience/BD®) e a fenotipagem das subpopulagdes de
linfécitos T CD4, T CDS8, células NK e linfocitos B pelo método de citometria de fluxo
Lymphogram® em sangue periférico de 20 pacientes com dor cronica e 10 individuos sem
dor. Resultados: Com relagdo as citocinas, foram encontrados niveis elevados de IFN-y e
niveis reduzidos IL-10 no grupo com dor cronica quando comparado aos individuos sem dor.
Nao houve diferenca entre os grupos quanto as citocinas IL-1f3, IL-4 e TNF-a e IL-6. Com
relagdo a fenotipagem de linfocitos, a contagem de linfocitos T CD8 foi menor nos pacientes
com dor cronica, enquanto que a contagem de células NK e linfocitos B no mesmo grupo foi
maior que nos individuos sem dor. A contagem de T CD4 foi discretamente maior nos
pacientes com dor cronica € 0 mesmo grupo mostrou aumento da relacio CD4/CD8 quando
comparado aos individuos sem dor. Concluséo: Apesar do niumero reduzido de individuos
avaliados e do estudo ndo ter sido realizado com sele¢do aleatoria, foi possivel observar
diferencas entre o perfil imunologico de pacientes com dor cronica quando comparados a
individuos sem dor, conforme descreve a literatura. No entanto, estudos posteriores sao
necessarios para melhor compreensao da relagao entre o sistema imune e a dor cronica.

Palavras-chave: Dor Cronica. Citocinas. Linfocitos. Sistema Imune.



ABSTRACT

Chronic pain is a public health problem because it is highly prevalent worldwide and is
associated with physical, emotional, social and employment issues. The treatment is
associated with high costs and, in many cases, the answer to current therapeutic alternatives
is not appropriate. The relation between chronic pain and immune system is not yet
understood enough to allow the development of more effective treatments. Despite previous
attempts to unravel this relationship, studies involving humans are controversial and present
limited data. Objective: This study aims to compare the serum levels of inflammatory
cytokines and phenotyping of lymphocyte subsets of patients with chronic pain from Pain
Clinic of the University Hospital Professor Edgard Santos in Salvador and subjects without
pain. Methods: An observational study of the epidemiological survey was conducted and
were evaluated serum levels of inflammatory cytokines IL-1p, IL-4, IL-6, IL-10, IFN-y,
TNF-a by Cytometric Bead Array method (CBA) (eBioscience/BD®) and phenotyping of
subpopulations of CD4 T lymphocytes, CD8 T lymphocytes, NK cells and B lymphocytes by
flow cytometry method (Lymphogram®) in peripheral blood of 20 patients with chronic pain
and 10 subjects without pain. Results: About cytokines, high levels of IFN-y and reduced
levels of IL-10 were found in the group with chronic pain compared to subjects without pain.
There was no difference between the groups regarding the cytokines IL-1p, IL-4 and TNF-a
and IL-6. Regarding the phenotyping of lymphocytes, CD8 lymphocyte count was lower in
patients with chronic pain, while B lymphocytes and NK cells count was even higher in
subjects without pain. CD4 count was slightly higher in patients with chronic pain and the
same group showed an increased CD4/CDS ratio when compared to subjects without pain.
Conclusion: Despite the small number of subjects evaluated and lack of random selection,
we observed differences between the immunological profile of patients with chronic pain
compared to subjects without pain, as described in the literature. However, further studies are
needed for a better understanding of the relationship between the immune system and chronic
pain.

Keywords: Chronic Pain. Cytokines. Lymphocytes. Immune System.
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A dor ¢ definida como uma experiéncia sensitiva e emocional desagradavel
associada a lesdes reais ou potenciais ou descrita em termos de tais lesdes. A dor ¢ sempre
subjetiva e cada individuo aprende a utilizar esse termo por meio de suas experiéncias
(MERSKEY et al., 1979).

A dor cronica ¢ um sintoma comum e, apesar da variacdo de sua prevaléncia ao
redor do mundo, dados atuais apontam que aproximadamente 30% da populagdo mundial
sofrem com a dor persistente (ELZAHAF et al., 2012).

A perpetuagdo da dor ocasiona prejuizos importantes a saude, ao trabalho e a vida
diaria. Também estéd associada a indicadores baixos de saude e incapacidade, interferindo na
qualidade de vida, incluindo aspectos sociais, familiares ¢ profissionais (REID et al., 2011;
MOULIN et al., 2002; SMITH et al., 2001).

A complexidade dos mecanismos fisiopatologicos que explicam o inicio e a
manuten¢do da dor dificulta, muitas vezes, a avaliacdo, o diagnostico e o tratamento das
sindromes dolorosas, que podem apresentar componentes inflamatérios, neuropaticos ou
mistos.

O conhecimento sobre os mediadores e moduladores periféricos da dor e sua
capacidade de ativagdo dos neuronios sensitivos foi o foco do estudo dos cientistas e
contribuiu para que opgoes terapéuticas pudessem ser desenvolvidas. No entanto, ¢ notorio
que as possibilidades farmacolédgicas de tratamento atual para a dor cronica apresentam
limitagdes quanto a efetividade (MARCHAND et al., 2005).

Na década passada surgiram evidéncias de que mediadores, como as citocinas,
produzidos por células ndo neuronais, especialmente células imunologicas e gliais, estdo
envolvidos no aparecimento e na perpetuacao dos estados dolorosos cronicos e desempenham
um importante papel na modulagdo central e periférica da nocicepcdo (MCMAHON et al.,
2005; KOCH et al., 2007).

A interacao entre mediadores inflamatoérios produzidos em neurdnios aferentes e
a ativagao do sistema imune estao presentes em estados de dor persistente como na sindrome
da dor complexa regional (SDCR) (BIRKLEIN et al., 2001; SCHINKEL et al., 2006).

Os sistemas de transporte das citocinas permitem a passagem dessas proteinas
através da barreira hematoencefalica, afetando diretamente a funcdo do sistema nervoso
central (SAMAD et al.,, 2001). As citocinas pro-inflamatorias provenientes do sangue
periférico agem como mediadores humorais, levando a sensibilizacao central pela indugao da
ciclooxigenase 2 (COX-2) e da sintetase da prostaglandina E nas células da barreira

hematoencefalica (KOCH et al., 2007).
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Alteracdes nos niveis séricos de citocinas sdo encontradas em quadros de dor
neuropatica, fibromialgia, enxaqueca e lombalgia, sugerindo que a intensidade da dor estaria
relacionada diretamente a elevacdo das citocinas pro-inflamatorias no sangue periférico
(ALEXANDER et al., 2012; RODRIGUEZ-PINTO et al., 2014; KRAYCHETE et al., 2010,
KOCH et al., 2007).

Assim como os mediadores periféricos encontram-se alterados nos estados de dor
cronica, as subpopulagdes de linfocitos associadas a producdo de citocinas inflamatodrias
também parecem relacionar-se com a dor persistente, incluindo linfécitos T CD4, CD8 e
células natural killer (NK) (KAUFMANN et al., 2007b).

A despeito do conhecimento ja disponivel, os estudos em humanos ainda sdo
escassos e apresentam resultados controversos, o que ainda gera conclusdes inconsistentes.

Dessa forma, a melhor compreensdo de como o sistema imune influencia na
perpetuagdo da dor cronica € imprescindivel para buscarmos respostas para a inefetividade
dos tratamentos atuais, entendermos os motivos da refratariedade de um expressivo niimero
de pacientes e encontrarmos novos alvos para o desenvolvimento de opgdes terapéuticas

eficazes.
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2. REVISAO DE LITERATURA
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21 DOR CRONICA

2.1.1 Epidemiologia da dor crénica

De acordo com a International Association for the Study of Pain (IASP), a dor
cronica ¢ definida como a dor sem valor bioldgico aparente, que persiste além do tempo
normal de recuperacao do tecido, usualmente até os trés meses (IASP, 1986).

A dor cronica ¢ um problema de saide comum, no entanto, os estudos
epidemioldgicos mostram ampla variagdo da sua prevaléncia no mundo. A revisdo sistematica
sintetizada pela IASP (HARSTALL; OSPINA, 2003), que inclui o estudo multinacional
conduzido pela Organizagdo Mundial de Satude (GUREJE et al., 1998), estima a média
ponderada de prevaléncia de dor cronica em 35,5%, com variagdo entre 11,5% e 55,2%.

Estudos realizados em Portugal, Canad4, Noruega, Irlanda, Dinamarca, Alemanha
e Suécia revelam prevaléncias de 17,1%, 18,5%, 26%, 35,5%, 36,2%, 40% e 54,7%
respectivamente (HARKER et al., 2012; LANDMARK et al., 2012; PERELMAM et al.,
2012; RAFTERY etal., 2011; REITSMA et al., 2011; FRIESSEM et al., 2009). Uma revisdo
sistematica recente, que incluiu a analise da prevaléncia da dor cronica ao redor do mundo,
concluiu que aproximadamente 30% da populagdo mundial sofrem com essa queixa
(ELZAHAF et al., 2012).

Estudos conduzidos no Brasil, de forma geral, estdo associados a condicdes
especificas, conforme descreve Dellaroza e colaboradores (2013), que encontraram, em Sao
Paulo, 29,7% da populagio idosa com dor crdnica.

Em Sao Luis do Maranhao, 50% das mulheres ¢ 28,36% dos homens sao afetados
pela dor cronica (VIEIRA et al., 2012) e, em Salvador, um estudo transversal que utilizou
uma amostra probabilistica da populagio da cidade revelou a prevaléncia de 41,4% (SA et
al., 2009).

Mesmo considerando a variabilidade das medidas apuradas, ¢ possivel entender
que o problema constitui uma questao de saude publica.

A discrepancia das taxas mencionadas pode ser atribuida a diversos fatores que
incluem a divergéncia entre os conceitos de dor cronica adotados (HARSTALL; OSPINA,
2003), os vieses de selecao de individuos (WONG; FIELDING, 2011), as variagdes
populacionais (WONG; FIELDING, 2011), a conducao do estudo em situagdes especificas,



19

como clinicas especializadas (SA et al., 2009), a localizagio, a etiologia ¢ a intensidade da
dor cronica pesquisadas (ELLIOTT et al., 1999) e até mesmo as caracteristicas culturais da

populagio em questdo (SA et al., 2009).

2.1.2 Impacto da dor cronica

E também notorio o elenco de prejuizos individuais e coletivos associados a dor
cronica. Um estudo de revisdo na populagao holandesa revelou que 54% das pessoas com dor
cronica de moderada a intensa tinham algum prejuizo funcional, 46% ndo eram capazes de
cuidar de si mesmas e 19% tinham o diagnostico de depressao (BREIVIK et al., 2006 apud
BEKKERING et al., 2011).

Vieira e colaboradores (2012) constataram que mulheres com dor crdnica
referiram trabalhar e divertir-se menos e, sentirem mais tristeza associada a dor. Isso gerou
prejuizo a autoestima, aparecimento de isolamento social e redugdo das atividades de vida
diaria

Um grupo de pesquisadores alemdes analisou a situagdo dos pacientes com dor
cronica em seis servicos de atencdo primaria na cidade de Bochum em 2006, e descobriram
que o lazer era prejudicado pela dor em 63,1% dos individuos, os cuidados com a casa em
54% e as atividades de higiene pessoal em 19% dos pacientes (FRIESSEM et al., 2009).

A interferéncia nas atividades profissionais também aparece entre os prejuizos
associados a dor cronica, promovendo o absenteismo ao trabalho, a incapacidade temporaria
ou permanente e a elevacdo dos custos do sistema de satde no cuidado de trabalhadores
afetados (GUREIJE et al., 1998; PICAVET; SCHOUTEN, 2003 apud SA et al., 2009).

Portanto, ¢ possivel identificar a interferéncia direta da dor cronica na qualidade
de vida, especialmente quando sdo realizadas avaliagdes com instrumentos especificos, que
permitem a discriminacdo dessa interferéncia nos diversos dominios, como: capacidade
funcional, aspectos fisicos, dor propriamente dita, estado geral de satude, vitalidade, aspectos
sociais, aspectos emocionais ¢ saide mental (SMITH et al., 2001).

A avaliacdo de custos associados a dor cronica também evidenciou dados
relevantes. A comparacdo de custos diretos e indiretos de doengas associadas a dor cronica,

como fibromialgia, lombalgia e espondilite anquilosante na Holanda, revelou um custo médio
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anual por paciente de 7.813 euros para fibromialgia, 8.533 euros para lombalgia e 3.205
euros para espondilite anquilosante (BOONEN et al., 2005).

Nos Estados Unidos, o custo total estimado relacionado a dor cronica ultrapassa
210  bilhdes de dolares ao ano (NATIONAL RESEARCH COUNCIL
MUSCULOSKELETAL DISORDERS AND THE WORKPLACE, 2001) e, no Reino Unido,
estima-se que somente a dor lombar custe a sociedade de 26 a 49 bilhdes de libras ao ano
(MANIADAKIS; GRAY, 2000). No oeste da Irlanda, o custo anual por paciente foi de
24.043 dolares (GANNON et al., 2013).

No Brasil ha poucos trabalhos que avaliaram os custos relacionados ao tratamento
da dor cronica. Estima-se que o custo médio mensal por paciente com medicamentos para o
alivio da dor seja de 127,74 reais (de 5 a 780 reais) (VLAINICH et al., 2010).

No caso da fibromialgia, o custo anual apurado por paciente em servigos de saude
privados nos Estados Unidos foi de 10.199 ddlares, o dobro quando comparado ao grupo
controle saudavel (WHITE et al., 2008).

Especificamente relacionado aos custos relacionados a dor neuropatica, Parsons e
colaboradores (2013) constataram que cada paciente teve custos diretos anuais de 11.846
dolares, entre medicamentos e hospitalizagdes, e 29.617 dolares, incluindo perda de

produtividade devido ao prejuizo funcional.

2.1.3 Fisiopatologia da dor crénica

Sob condigdes normais, o processamento da dor consiste numa gama de eventos
quimicos que se iniciam com estimulos agressivos térmicos, mecanicos ou quimicos que
ativam as terminagdes nervosas das fibras sensitivas periféricas, ou seja, os nociceptores. Isso
gera impulsos excitatérios pelos axonios aferentes até o corno posterior da medula espinhal,
onde as fibras sensitivas se cruzam e ascendem até o cortex cerebral. No entanto, o
processamento do estimulo doloroso constitui um sistema dindmico com diversos caminhos,
no qual a supressao ou amplificagdo pode ocorrer em qualquer um dos niveis de comunicagao
sinaptica (MILLIGAN; WATKINS, 2009).

A dor aguda tem fungdo protetora e adaptativa, induzindo a mudangas
comportamentais e fisioldgicas compativeis com a recuperagdo e a preservacao do individuo.

Quando a lesdo ou inflamagdo for prolongada, a excitagdo permanente dos neurdnios
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primarios causara uma resposta patoldgica, que ¢ a dor cronica, sem aparente valor biologico
e que persistira além do tempo normal de recuperacdo tecidual (MILLIGAN; WATKINS,
2009).

A historia de trauma, de infec¢des virais, de doencas vasculares, de disturbios
endocrinos ou metabolicos, de deficiéncia nutricional e de processos inflamatérios ou
autoimunes contribui para a lesdo ou estimulagdo das vias nociceptivas. Assim, alteracdes em
canais 1i0nicos, receptores € sinapses nervosas, bem como na distribuicdo de
neurotransmissores e neuromediadores, permitem que os neurdnios periféricos e centrais
atinjam o limiar de despolarizacdo de forma precoce, gerando descargas ectopicas que se
amplificam e ativam células vizinhas, caracterizando a dor cronica (KRAYCHETE et al.,
20006).

A literatura indica que as células imunes tém um importante papel como
moduladoras da dor ndo somente em tecidos inflamados, mas também em nervos periféricos
lesionados e no sistema nervoso central (SNC). Destaca-se também que as células da glia,
além das fungdes de nutricdo, prote¢do e isolamento dos neurdnios do SNC, podem, quando
ativadas, agir como células imunorresponsivas ou exercer efeito neuroprotetor. As células da
glia podem contribuir para o surgimento € manuten¢ao da dor cronica por meio da liberacao
de moléculas de sinalizagdo glial e neuronal, como as citocinas IL-103, IL-4, IL-6, IL-10,
TNF-a e IFN-y (CALVO et al., 2012; KRAYCHETE et al., 2008; LEUNG; CAHILL, 2010;
MARCHAND et al., 2005; MILLIGAN; WATKINS, 2009; SCHOMBERG; OLSON, 2012;
VALLEJO et al., 2010; ZHU et al., 2009).

2.2 RESPOSTA IMUNE

A defesa do corpo humano contra os micro-organismos ¢ mediada pela resposta
inicial da imunidade natural ou inata e pela resposta tardia da imunidade adquirida. Entre os
principais atores da imunidade natural estdo o epitélio e seu arsenal quimico com potencial
antibacteriano, as células fagocitarias (neutrofilos, macrofagos), as células NK (natural
killer) — uma subpopulac¢ao de linfocitos, as proteinas do sistema complemento e outros
mediadores de inflamacao, e as citocinas — pequenas proteinas que regulam e coordenam as
atividades das células da imunidade natural. A imunidade adquirida tem caracteristicas de

maior especificidade e diversidade, assim como memoria a microorganismos ja enfrentados



22

anteriormente, diferentemente da imunidade natural. A imunidade adquirida esta
essencialmente relacionada aos linfocitos e seus produtos, como os anticorpos. As
substincias estranhas que induzem respostas imunoldgicas especificas sdo chamadas de
antigenos. (ABBAS et al., 2012).

Os linfocitos tém a capacidade de reconhecer e responder especificamente a
antigenos e dividem-se em duas subpopulagdes: as células B, que produzem anticorpos e sdo
responsaveis pela imunidade humoral, e as células T, responsaveis pela imunidade mediada
por células, sem a indu¢ao da producao de anticorpos. As células T podem ser subdivididas
em pelo menos duas grandes classes que modulam a reagdo imunologica: os linfocitos T CD8
ou citotoxicos, que destroem a célula infectada por apoptose, e os linfoécitos T CD4 ou
auxiliares (T helper), que sdo intermediarios na resposta imune. Ainda, os linfocitos T CD4
podem se diferenciar em células T auxiliares da classe 1 (LTCD4 Thl) ou da classe 2
(LTCD4 Th2) (ABBAS et al., 2012).

As células Thl secretam, predominantemente, a citocina interferon gama (IFN-y),
que ativa macrogafos, e, por consequéncia, estimula a produ¢do de IL-1B, IL-6 e o fator de
necrose tumoral a (TNF-a), com potente efeito inflamatorio local e sistémico. As células T
CD4 Th2 estao envolvidas na secregao de citocinas, como interleucina 4 (IL-4), interleucina
5 (IL-5), interleucina 13 (IL-13). No caso da interleucina 10 (IL-10), essa citocina ¢
majoritariamente produzida por linfécitos T reguladores (T reg) e, eventualmente, por células
TCD4 Th2. As citocinas 1L-4 e IL-10 induzem a produgdo de anticorpos e apresentam perfil
anti-inflamatorio (MOALEM et al., 2004). As células T CD8 e a maioria das células T CD4
Thl deixam dos tecidos e ganham a circulagao sistémica (ABBAS et al., 2012).

Além dos linfocitos circulantes, ha também as células NK, que de acordo com o
estimulo que recebem, produzem citocinas, principalmente IFN-y, ativadora de macréofagos.
O IFN-y cria um sistema de retroalimenta¢do positiva que amplia a resposta inflamatoria,
associada a ativacdo das células T. Agentes fisicos e quimicos também podem ser

desencadeadores da resposta inflamatéria (ABBAS et al., 2012).
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2.3  RESPOSTA IMUNE E DOR CRONICA

Dentre as citocinas e as células do sistema imune mais estudadas quanto a génese
e a perpetuagdo da dor cronica estdo IL-1B, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-a, IFN-y, linfocito T
CD4, linfécito T CD8 e células NK (AUSTIN; MOALEM-TAYLOR, 2010).

2.3.1 Citocinas

As citocinas sdo proteinas de baixo peso molecular, expressas na superficie
celular na forma de precursores que, quando submetidos a clivagem, permitem a liberacao
rapida e a difusdo para a¢do em outras células. Fisiologicamente, as citocinas anti-
inflamatérias atuam como reguladores de retroalimentagdao negativa, mantendo o equilibrio
da resposta imune. Dessa forma, as sindromes de dor cronica podem correlacionar-se
fortemente com o balango entre citocinas pro e anti-inflamatorias.

Estudos prévios mostraram que pacientes com sindrome da dor complexa
regional, neuropatia periférica e dor neuropatica associada a lesdo medular t€m niveis séricos
IL-6 ¢ TNF-o aumentados e niveis de IL-4 e IL-10 reduzidos (DAVIES et al., 2007,
UCEYLER et al., 2007a; UCEYLER et al., 2007b). Os niveis séricos de IL-1p, IL-2, IL-6,
INF-y e TNF-a aumentados se correlacionaram com o aumento da intensidade da dor em
pacientes com dor cronica (KOCH et al., 2007). Também foram encontrados niveis séricos

de TNF-a ¢ IL-6 aumentados em pacientes com lombociatalgia (KRAYCHETE et al., 2010).

2.3.1.1 Fator de necrose tumoral a (TNF-a)

TNF-a ¢ o protdtipo da citocina pro-inflamatdria pela capacidade de iniciar a
cascata de ativagdo de outras citocinas e de fatores troficos (KRAYCHETE et al., 2006).
Produzida por mondcitos, macréfagos, linfocitos T, neurdnios e células da glia, desempenha

funcdes importantes tanto na hiperalgesia inflamatéria quanto na neuropatica (OLIVEIRA,
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2011) e, nessa ultima, estd envolvida nos estagios inicial e cronico (AUSTIN; MOALEM-
TAYLOR, 2010).

As mudangas eletrofisiologicas resultantes da aplicagdo de TNF-a estdo
associadas a indugdo da hiperalgesia térmica e alodinia mecanica (ZELENKA, 2005 apud
AUSTIN; MOALEM-TAYLOR, 2010).

Observa-se também que a sensibilidade do ganglio da raiz dorsal aumenta com o
TNF-a exdgeno apos uma lesdo em nervo periférico, mostrando que uma concentragdo prévia
abaixo do limiar excitatorio torna-se capaz de provocar dor de inicio muito mais rapido e na
auséncia de dor prévia (SCHAFERS et al., 2003 apud AUSTIN; MOALEM-TAYLOR,
2010).

2.3.1.2 Interleucina 1B (IL-1B)

A IL-1B ¢ uma citocina pluripotente, produzida e secretada pelas células imunes
incluindo macréfagos, mondcitos e microglia sob condi¢des de estresse. Essa citocina ¢ um
dos muitos agentes algiogénicos envolvidos na dor neuropatica e, na periferia, a IL-1p resulta
em hiperalgesia prolongada e alodinia apds administragdo intraplantar, intraperitoneal e
intraneural (THACKER et al., 2007).

A IL-1B e o TNF-a liberados pelos astrocitos aumentam a excitabilidade
sindptica e a condutividade dos receptores AMPA (a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
isoxazolepropionato) ¢ NMDA (N-metil-D-aspartato), como numero desses receptores na

superficie dos neurdnios (BEATTIE et al., 2002; STELLWAGEN; MALENKA, 2006).

2.3.1.3 Interleucina 6 (IL-6)

A IL-6 ¢ uma citocina proeminentemente pro-inflamatoria secretada por
mastocitos, macrofagos, linfocitos, neuronios e células da glia, no entanto, em certas

situagoes, ela pode modular respostas anti-inflamatorias (AUSTIN; MOALEM-TAYLOR,

2010). A literatura documenta a cascata de citocinas pro-inflamatorias iniciando com TNF-a.,
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seguida pela estimulagdo de IL-1PB ¢ a subsequente liberagdo de IL-6 (MCMAHON et al.,
2005) No entanto, essa sequéncia de eventos tem sido questionada desde que, apos a ativagao
de células gliais da medula espinal, o bloqueio de IL-6 por anticorpos neutralizadores
preveniu o aumento de IL-1f e TNF-a na medula espinal lombar e no liquido
cefalorraquidiano ao redor da mesma regido (SCHOENIGER-SKINNER et al., 2007). Dessa
forma, parece que a IL-6 pode ter um papel mais proeminente na cascata de citocinas do que
se pensou inicialmente.

Alguns experimentos também sugerem que a mediacdo da sensibilizacdo do
ganglio da raiz dorsal e do corno posterior da medula espinhal pode ser resultado da acao
combinada, mas também independente das citocinas IL-1B, TNF-a e IL-6 (KAWASAKI et
al., 2008; OZAKTAY et al., 2000).

Apesar de o mecanismo exato pelo qual citocinas pro-inflamatdrias aumentam a
excitabilidade neuronal ainda ndo ter sido totalmente elucidado, os dados atuais sugerem que
a sinalizagdo tradicional do sistema imune, como a IL-1, o TNF-a e a IL-6, promove a
comunica¢do neuronio-glia, resultando na dor patologica (SCHOLZ; WOOLF, 2007).

O estudo conduzido por Zhu e colaboradores (2009) revelou que os pacientes
com herpes zéster que desenvolveram neuralgia pos-herpética posteriormente tiveram dor
mais intensa e maiores concentragdes séricas de IL-6 na fase aguda da infec¢do, quando

comparados aos pacientes que nao desenvolveram a dor neuropatica.

2.3.1.4 Interferon y (IFN-y)

O IFN-y ¢ produzido predominantemente pelas células NK, bem como pelos
linfécitos TCD4 Thl e TCD8 (SCHOENBORN, 2007). No caso dos linfocitos TCD4, o IFN-
v estd associado a diferenciacdo do LTCD4 ThO em Thl, que produz mais IFN-y, gerando
uma retroalimentacao positiva. Essa citocina ainda promove o aumento da excitabilidade no
corno posterior da medular espinal pela reducao dos estimulos inibitérios e, apoés a lesdo em
nervo periférico de ratos, o IFN-y ¢ secretado pelos astrécitos e neuronios danificados, bem
como pela medula espinhal infiltrada por LTCD4 Thl, produzindo dor neuropatica

(AUSTIN; MOALEM-TAYLOR, 2010).
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2.3.1.5 Interleucina 4 (IL-4)

A IL-4 ¢ o prototipo da citocina anti-inflamatoria, secretada por células T
ativadas, mastdcitos e granuldcitos, e ¢ conhecida por inibir IL-1B, IL-6 ¢ TNF-a. Ainda
estimula a ativacao de linfocitos B, a proliferacdo de linfécitos T e sua diferenciacdo no
fenotipo Th2, bem como a supressdo da ativagdo de macrofagos (AUSTIN; MOALEM-
TAYLOR, 2010). Virios estudos sugerem que a IL-4 tem efeito anti-nociceptivo nos
modelos de dor cronica. O pré-tratamento com IL-4 atenuou a resposta algica a bradicinina e
TNF-a e o efeito antinociceptivo foi associado a diminui¢do na produgdo de TNF-a e IL-1f3
por macrofagos. Animais pré-tratados com IL-4 tiveram a hipersensibilidade a dor retardada
quando submetidos a ligadura do nervo espinal e o pos-tratamento pode reverter a dor preé-
estabelecida. Esses efeitos foram acompanhados de diminui¢do da liberacdo de IL-1fB e
prostaglandina E2 (PGE2). A IL-4 também promove a expressdo de receptores opioides, o

que pode explicar seu efeito analgésico (AUSTIN; MOALEM-TAYLOR, 2010).

2.3.1.6 Interleucina 10 (IL-10)

A IL-10 ¢ secretada por células T e B ativadas, por macrofagos e por mastocitos e
¢ considerada a mais poderosa citocina anti-inflamatoria, inibindo a secre¢ao de IL-10, IL-6 ¢
TNF-o.. Apos lesdo em nervo periférico em modelo animal, ocorre um aumento inicial da
expressao de IL-10 uma hora ap6s a lesdo no nervo ciatico e 24 horas ap6s a lesdo no ganglio
da raiz dorsal. No entanto, ao longo do tempo ocorre uma elevagdo gradual na expressdo da
citocina que atinge seu pico apos seis semanas (AUSTIN; MOALEM-TAYLOR, 2010).

A citocina IL-10 suprime os genes que codificam as citocinas pro-inflamatorias,
prevenindo sua tradugdo e provocando uma regulacao negativa sobre seus receptores (STRLE

etal., 2001 apud AUSTIN; MOALEM-TAYLOR, 2010).
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2.3.2 Linfécitos T CD4, T CDS8 e células NK

A identificacdo de linfocitos T no local da lesdo nervosa em diversos estudos em
animais sugere o envolvimento dessas células na génese da dor neuropatica (THACKER et
al., 2007). Em ratos congenitamente atimicos, com auséncia de linfocitos T, observou-se a
atenuacdo da alodinia e da hiperalgesia mecanicas e térmicas (MOALEM et al. 2004). Um
estudo recente também mostrou a redugdo da alodinia mecanica em camundongos com o0s
genes suprimidos para linfécitos T funcionais e submetidos a lesdo do nervo cidtico com
preservagdo do ramo sural (COSTIGAN et al., 2009). No entanto, por conta da
heterogeneidade dos linfocitos T, com subpopulagdes de auxiliares (CD4) e citotdxicos
(CD8), subdivididas em tipo 1 e tipo 2, de acordo com o perfil de citocinas expressas, o papel
dessas células na dor neuropatica ainda ndo parece muito claro. A transferéncia de linfocitos
T auxiliares do tipo 1, produtores de citocinas pro-inflamatdrias, aumentou a dor em ratos
atimicos submetidos a lesdo por constrigdo cronica. Por outro lado, a transferéncia de
linfocitos T auxiliares tipo 2 produziu uma discreta redu¢ao da dor (MOALEM et al., 2004).
Outro estudo mostrou a auséncia da alodinia mecanica em camundongos deficientes em
linfécitos T e a discreta diminuicdo da alodinia mecanica em camundongos deficientes em
linfécitos T CD4. No entanto, os efeitos geralmente sao moderados € ndo parecem ser
exclusivamente atribuiveis a auséncia dos linfocitos T, mas provavelmente as alteragdes
secundarias relacionadas a deficiéncia genética dessa célula, como a expressdo de outros
tipos celulares (MACHELSKA, 2011). Recentemente foi observada a auséncia de correlagao
entre o limiar mais elevado de sensibilidade mecéanica e a expressdao de linfocitos T em
camundongos com imunodeficiéncia combinada grave apds lesdo pelo modelo de constricao
cronica (LABUZ et al., 2010).

Com relacao a contagem de linfocitos TCD4 e TCDS8 em sangue periférico, um
estudo mais antigo revelou aumento nas porcentagens de linfocitos TCD4 e TCDS na fase
aguda do herpes zoéster, sem alteracdo de linfocitos TCD3+, resultando na redugdo da relagio
CD4/CD8 (HIGA et al., 1992). Ja o estudo de Zhu e colaboradores (2009) revelaram redugao
significativa das porcentagens de TCD4 e TCD8 em pacientes com herpes zoster quando
comparados aos controles saudaveis. No entanto, ndo houve diferenga na populagdao de
linfocitos entre os pacientes que, posteriormente, desenvolveram ou ndo neuralgia pos-
herpética. Recentemente Xing e colaboradores (2013) mostraram que as porcentagens de

linfécitos LTCD4 foram significativamente menores nos pacientes com qualquer grau de dor
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na fase aguda da infec¢dao por herpes zdster quando comparados aos controles saudaveis.
Entre os pacientes com intensidades diferentes de dor na fase aguda, aqueles com dor mais
intensa apresentaram porcentagens menores de linfocitos TCD4 quando comparados aos
grupos com dor de grau leve e moderado. Ainda, os pacientes que desenvolveram neuralgia
p6s-herpética mostraram redugdo dos linfocitos TCD4 quando comparados aos pacientes sem
dor neuropatica e aos do grupo controle. A porcentagem de linfocitos TCDS8 nos pacientes
com herpes zdster foi discretamente maior que no grupo controle, porém nao foi observada
diferenga significativa, em valores absolutos, entre os grupos de pacientes com herpes na fase
aguda e também com relagdo ao grupo controle. A relagdo CD4/CDS8 na fase aguda foi
significativamente menor quando comparada ao grupo controle e também menor ainda no
grupo com dor mais intensa. Os pacientes que desenvolveram dor neuropatica posteriormente
mostraram redu¢do da relagdo CD4/CD8 quando comparados aos que ndo apresentaram a
complicacdo tardia.

Em relacdo as células NK, Xing e colaboradores (2013) encontraram um aumento
significativo nos pacientes com herpes zoster na fase aguda quando comparados ao controle.
Os pacientes que, posteriormente, desenvolveram neuropatia pds-herpética apresentaram
niveis mais elevados dessas cé€lulas quando comparados aos que nao desenvolveram a dor
neuropatica € ao grupo controle. Ao final, as evidéncias desse estudo indicaram que a
redugdo de linfécitos T CD4 foi mais comum nos pacientes que tiveram dor intensa na fase
aguda da infeccdo e que esses sdo mais propensos ao desfecho cronico da dor neuropatica.

Com relacdo a fibromialgia, um estudo brasileiro avaliou a possibilidade de
variacoes genéticas estarem associadas a heterogeneidade do quadro clinico apresentado
pelos pacientes com esse diagnodstico. Foi analisada a expressao da regido polimorfica
promotora do transportador da serotonina (5-HTTLPR) e os pacientes foram subdivididos em
grupo L (homozigoto LL) e grupo S (gendtipo LS e SS), com avaliagdo do ntimero absoluto
de células NK, linfocitos TCD4 e linfocitos TCDS. Observou-se que ndo houve diferenca
significativa entre os grupos com fibromialgia e o grupo controle com relagao ao CD4 e ao
CDS8. Em relagdo as células NK, somente os pacientes do grupo S mostraram niveis
reduzidos e observou-se maior associagdao com a depressdo (CARVALHO et al., 2008). No
entanto, alguns outros estudos associam a elevacdo dos niveis das células NK com maior
prevaléncia da alteragdo de humor (ALCIATI et al., 2007, IRWIN; GILLIN, 1987;
SCHLEIFER et al., 1999; SCHLEIFER et al., 2006).

Entre as alteragdes neuronais responsaveis pela dor neuropatica esta a geragdo de

impulsos ectopicos, o brotamento de fibras nervosas degeneradas em locais ndao usuais, o
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brotamento de fibras do sistema nervoso periférico simpatico, a diminui¢do da atividade ou
perda dos neurdnios inibitérios, a intensificacdo da atividade facilitadora descendente e a
diminui¢do da atividade inibitoria descendente da transmissdo dolorosa (LEONARD et al.,
2009).

Essas alteragdes sdo acompanhadas por mudangas na sintese de
neurotransmissores € na expressao ¢ na sinalizacdo de receptores e canais i0nicos, levando a
sensibiliza¢do periférica e central, que se caracteriza pela diminui¢do do limiar doloroso e
aumento da resposta aos estimulos centrais e periféricos (MACHELSKA, 2011).

As alteragdes estruturais e quimicas das fibras nervosas ndo s3o as Unicas
responsaveis pela perpetuacdo da dor neuropatica. Por algum tempo se considerou que os
mediadores inflamatdrios produzidos pelas células imunologicas poderiam contribuir para a
persisténcia da dor, porém evidéncias dessa relagdo emergiram apenas recentemente
(MARCHAND et al., 2005), indicando uma comunicagdo entre os sistemas imunoldgico e
nervoso descrita anteriormente (SAFIEH-GARABEDIAN et al., 2002). A interferéncia das
células imunolodgicas no processo de inflamagao, caracterizado por calor, rubor, edema e dor,
ha muito foi compreendida e, a partir de entdo, os anti-inflamatérios passaram a fazer parte
do arsenal terapéutico com sucesso. No entanto, dados mais recentes indicam que tais células
podem desempenhar importante papel na modulacdo da dor associada a lesdes em nervos
periféricos e no sistema nervoso central (MARCHAND et al., 2005). A lesdo inicial de uma
fibra nervosa também obedece a cascata inflamatoria que resulta no aumento da perfusdo
local, no aumento da permeabilidade capilar e na concentracdo e ativagdo das células
imunologicas inatas. No entanto, substdncias imunoativas liberadas no local da lesdo podem
iniciar uma rea¢do imunolodgica sistémica pela ativacdo das células da microglia e dos
astrocitos, células gliais localizadas na medula espinhal e no cérebro, que parecem ter grande
importancia na nocicepcdo (KRAYCHETE; SAKATA, 2011; VALLEJO et al., 2010). A
ativacdo de mastocitos no nervo periférico lesionado desencadeia a liberacao de histamina,
proteases, citocinas e fatores neurotroficos capazes de excitarem diretamente os nociceptores
e as células do ganglio da raiz dorsal e de facilitarem a acdo de produtos algiogénicos, como
a substancia P (SP) e o peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP), provocando
assim dor espontanea em queimac¢do (KRAYCHETE et al., 2008). A deplecdo de neutrofilos
circulantes antes da lesdo experimental em nervo periférico atenua a hiperalgesia (ZUO et al.,
2003, apud KRAYCHETE et al., 2008).

Apesar de o sistema inicial para a ativagdo da micrdglia ndo estar totalmente

esclarecido, com a persisténcia do estimulo agressivo local, as células gliais ndo seriam mais



30

capazes de manter a homeostase bioquimica, gerando a disfun¢do celular. Na dor
neuropatica, a microglia é ativada por varios neuromediadores, porém, acredita-se que
existam algumas possibilidades para explicar o aparecimento da dor apds essa ativacao, entre
elas a liberacdo de neurotransmissores excitatorios como prostaglandinas, 6xido nitrico e as
citocinas, com a ativagdo direta do aferente sensitivo. Ainda pode haver ativa¢ao do lado
contralateral do corpo, por propagacdo de ondas de calcio entre as jungdes neurais,
facilitando a liberagdo de mediadores excitatorios (SPATARO, 2004 apud KRAYCHETE et
al., 2008). Novas pesquisas que estabelecem a relagdo entre a fun¢do neuroimune e a
nocicepcao estdo focadas na compreensdo do papel das citocinas e linfocitos no inicio e na

manuten¢do da dor neuropatica (KRAYCHETE; SAKATA, 2011).
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3. HIPOTESE
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Pacientes com dor cronica, de etiologia neuropatica ou fibromialgica, com
duracdo superior a trés meses, apresentam alteracdes de resposta imune observadas nas

concentragdes séricas de citocinas, bem como nas subpopulagdes de linfécitos quando

comparados a individuos sem dor cronica.
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4. OBJETIVOS
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41 OBJETIVO GERAL

Avaliar os niveis séricos de citocinas inflamatorias e realizar a fenotipagem de
subpopulagdes de linfocitos de pacientes atendidos no Ambulatério de Dor do Hospital
Universitario Professor Edgard Santos da Universidade Federal da Bahia (HUPES/UFBA)
com dor crdnica de etiologia neuropdtica ou fibromiélgica em comparacdo a individuos sem
dor cronica.

Os pacientes com dor cronica foram selecionados entre aqueles com indicagao de
submeter-se ao tratamento com infusdo intravenosa de lidocaina, uma vez que a avaliacao
realizada nesse estudo constitui-se na primeira parte da pesquisa que ird avaliar os niveis
séricos de citocinas inflamatorias e realizar a fenotipagem de subpopulagdes de linfocitos

antes, durante e apos o tratamento com o anestésico local.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Descrever caracteristicas demograficas e sociais do grupo de pacientes com dor
cronica e do grupo de voluntarios sem dor cronica — sexo, idade, estado civil, fonte de
renda, peso, altura, tabagismo, etilismo.

e Determinar o nivel sérico das citocinas pro-inflamatoérias IL-1B3, IL-6, TNF-o e IFN-y
nos dois grupos.

e Determinar o nivel sérico das citocinas anti-inflamatorias IL-4 e IL-10 nos dois
grupos.

e Realizar a fenotipagem de linfocitos T CD4, linfocitos T CD8, linfocitos B e células
NK nos dois grupos.

e Relacionar a presenca de dor cronica ao perfil imunoldgico encontrado.
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5. METODOLOGIA



36

51 SELECAO DE INDIVIDUOS

Entre julho e setembro de 2013 os pacientes que aguardavam pelo tratamento
com a lidocaina intravenosa (n=51) foram contatados via telefone e convidados a comparecer
ao ambulatorio para participar do estudo.

No momento da entrevista inicial, os pacientes foram esclarecidos verbalmente
sobre os aspectos metodologicos e sobre a relevancia do trabalho. Dessa forma, procedeu-se a
entrevista com o objetivo de identificar critérios de ndo inclusdo que, posteriormente também
foram verificados com a consulta ao prontudrio. Durante a entrevista também foi realizada a
avaliacdo da intensidade de dor. Ao final dessa avaliacdo, os pacientes que preencheram os
critérios de inclusdo foram examinados pela equipe médica, com o objetivo de confirmar o
diagnostico informado pelo paciente e constante em prontudrio.

Posteriormente foi confirmado o desejo do paciente em participar do estudo,
esclarecidas suas possiveis duvidas e feito um alerta sobre a possibilidade de desisténcia da
participagdo a qualquer tempo, se assim fosse desejado. Ao final, todos os pacientes
selecionados assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Posteriormente a selecao, foi agendada uma data conveniente ao paciente para a
coleta de sangue, sempre no periodo da manha, em jejum de 12 horas.

Foi garantido aos pacientes com dor cronica ndo selecionados ou que nao
aceitaram participar do estudo que ndo haveria prejuizo no tratamento.

Dessa forma, trata-se de um estudo observacional do tipo inquérito
epidemioldgico comparando o perfil imunolédgico de pacientes com dor cronica e individuos
sem dor cronica.

Este inquérito ¢ um estudo aninhado a pesquisa em andamento, que tem por
objetivo avaliar o perfil imunoldgico dos pacientes submetidos ao tratamento com lidocaina

intravenosa.

5.1.1 Critérios de inclusédo

Foram selecionados os pacientes com dor cronica (mais de trés meses), com

intensidade de dor > 4 na Escala Visual Analdgica (EVA) de dor e que tinham sido tratados
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por, pelos menos, trés semanas com anticonvulsivantes e antidepressivos, em doses 6timas,
sem alivio adequado.

Quanto a etiologia, foram selecionados os pacientes com dor de origem
neuropatica, confirmada por instrumento especifico (Questionario para Diagndstico de Dor
Neuropatica - DN4), traduzido e validado para o portugués por Santos e colaboradores (2010)
ou com diagndstico de fibromialgia, confirmada segundo os critérios do Colégio Americano

de Reumatologia de 2010 (WOLFE et al., 2010).

5.1.2 Critérios de ndo inclusao

Foram excluidos os pacientes com doengas inflamatorias ou sistémicas, doengas
autoimunes, historia de alergia, historia de discrasias sanguineas, gravidez, infecg¢des ativas,
doenga neoplasica, doengas endocrinas sem controle adequado.

Também foram excluidos os pacientes em uso de analgésicos opioides, anti-
inflamatérios ndo esteroidais (AINES) e corticosteroides, bem como aqueles com

indisponibilidade para comparecer ao hospital para avaliagao.

5.1.3 Grupo de individuos sem dor crénica

A fim de contar com a possibilidade de comparac¢ao dos parametros imunologicos
avaliados, foi constituido um grupo de voluntarios saudaveis que ndo sofriam de dor cronica.
Esse grupo foi submetido a entrevista inicial, com o objetivo de atender aos critérios de
exclusdo e posteriormente as demais avaliagdes quanto ao perfil imunologico.

Abaixo ¢ possivel observar de forma gréfica as etapas do estudo (FIG. 1).



Voluntarios saudaveis sem Pacientes com dor Convite para entrevista inicial -
dor crénica (n=10) cromica (n=>51) excluidos (n = 7) — grupo com
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(n=1)

Eliminado pelos critérios de nao
inclusdo (n=1)

Nado aceitou participar (n =2)

205 2 ‘ Niao respondeu ao contato (n =3
Individuos submetidos a 5 P ‘ ( )

entrevista inicial. DN4 e

ACR 2010
grupo com dor (n = 44) Entrevista inicial — excluidos
grupo sem dor (n= 10) (n=22) —grupo com dor

Eliminado pelos critérios de
inclusdo (n=1)

Eliminado pelos critérios de
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Individuos selecionados
para a coleta de sangue Naio aceitou participar (n = 4)
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grupo com dor

Desistiu por complicagoes
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PCR IL-6. IL-10. TNF-c. LTCD4. LTCDS.
VHS IFN-y células NK e LB

Avaliacdo dos resultados

FIGURA 1- Desenho experimental
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52 ASPECTOSETICOS

Este trabalho foi registrado no CONEP/SISNEP/Ministério da Satde sob a folha
de rosto o n° 325.767 (ANEXO A), submetido ao Comité de Etica em Pesquisa do Hospital
Universitario Professor Edgard Santos da Universidade Federal da Bahia e aprovado
conforme parecer de n® 34/2013 e registro CAAE 05158913.2.0000.0049 (ANEXO B). A
realizagdo desta pesquisa utilizou o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(APENDICE A), destinado a esclarecer os pacientes sobre a necessidade de coleta de
amostras de sangue e assegurou-lhes a participagdo voluntaria, assim como o sigilo sobre as
informagdes obtidas e a possibilidade de desisténcia em qualquer momento, sem qualquer

tipo de Onus para o participante.

5.3 AVALIACAO INICIAL

A avaliagdo inicial dos participantes do estudo consistiu em entrevista, aferigao
de peso e altura, avaliacdo da intensidade da dor e confirmac¢dao dos diagnosticos de dor
neuropatica ou fibromialgica.

A entrevista foi realizada com a aplicacdo de um questionario desenvolvido
especialmente para esta pesquisa, com o objetivo de apurar informagdes como sexo, idade,
estado civil, hébitos de vida, como tabagismo, etilismo € o consumo de substancias
entorpecentes licitas e ilicitas, medicamentos em uso regular e eventual, antecedentes de
saude, gravidez, presenca de comorbidades e a vigéncia de quadro inflamatdrio ou infeccioso
atual (APENDICE B).

A aferi¢ao do peso e altura dos individuos da pesquisa foi realizada na entrevista
inicial conforme preconizado pela Organizacdo Mundial de Satide (WHO, 2000).

A intensidade da dor no grupo de pacientes foi avaliada com o emprego da Escala
Visual Analégica (EVA), que consiste numa linha horizontal ou vertical, com um
comprimento de 10 centimetros, onde os extremos sao demarcados como “sem dor” e “pior
dor possivel”. No verso da linha existe uma escala numérica de 11 pontos de 0 a 10, sendo
que O corresponde ao descritor “sem dor” e 10 correspondendo ao descritor “pior dor

possivel”. O paciente deve assinalar na linha apresentada o ponto que melhor representa a dor
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no momento da avaliagdo. A medi¢do, em centimetros, do local assinalado pelo paciente
determina a intensidade da dor (ANEXO C).

Além da consulta ao prontuario, todos os pacientes foram submetidos ao
Questionario para Diagnéstico de Dor Neuropdtica - DN4, traduzido e validado para o
portugués por Santos et al. (2010) (ANEXO D). A parte do instrumento referente a entrevista
com o paciente foi realizada pelo pesquisador e a parte do instrumento referente ao exame
fisico foi realizada por médicos do Ambulatério de Dor do HUPES/UFBA.

Além da consulta ao prontuario, todos os pacientes foram submetidos a avaliagao
por médicos de Ambulatério de Dor do HUPES/UFBA, quanto a existéncia de critérios para
o diagnéstico de fibromialgia, conforme a atualizagdo do Colégio Americano de

Reumatologistas em 2010 (WOLFE et al., 2010). (APENDICE C).

54 COLETA DE AMOSTRAS SANGUINEAS

Foi realizada coleta de amostras sanguineas do grupo de pacientes com dor e dos
individuos sem dor cronica no periodo da manha, apds 12 horas de jejum, conforme o
procedimento operacional padrdo do Laboratério de Imunologia e Biologia Molecular do
Instituto de Ciéncias da Satide/UFBA. As coletas foram realizadas em tubo de polietileno

conforme TAB. 1:

TABELA 1
Caracteristicas da coleta de amostras de sangue
Finalidade Tipo de tubo Volume coletado (mL)
Hemograma/velocidade de hemossedimentagao EDTA 5
Proteina C reativa GEL 5
Dosagem de citocinas GEL 5
Fenotipagem de linfocitos EDTA 5
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55 HEMOGRAMA, VELOCIDADE DE HEMOSSEDIMENTACAO E PROTEINA
C REATIVA

O exame de hemograma foi realizado no Laboratorio de Analises Clinicas da
Faculdade de Farmécia da Universidade Federal da Bahia pelo método automatizado de Cell-
Dyn Ruby® da Abbott, seguindo-se as instru¢des do fabricante e utilizando sangue.

O exame de velocidade de hemossedimentacao foi realizado no Laboratorio de
Analises Clinicas da Faculdade de Farmacia da Universidade Federal da Bahia pelo método
Wintrobe, utilizando sangue.

A determinagdo da concentragdo plasmatica da proteina C reativa de alta
sensibilidade foi realizada no Laboratério DNA®, conveniado ao Laboratorio de Imunologia
e Biologia Molecular do Instituto de Ciéncias da Saude da Universidade Federal da Bahia

pelo método de quimioluminescéncia, utilizando soro.

56 DETERMINACAO DE CITOCINAS

As dosagens das citocinas IL-18, IL-4, IL-6, IL-10, IFN-y e TNF-a no soro foram
realizadas no Laboratorio de Imunologia e Biologia Molecular do Instituto de Ciéncias da
Satde da Universidade Federal da Bahia pelo método Cytometric Bead Array (CBA)
(eBioscience/BD®). A leitura foi realizada no citometro de fluxo BD FACS Calibur® (BD
Biosciences) e os resultados em formato grafico e tabular foram gerados no software
FlowCytomix® Pro 3.0. Toda a técnica foi realizada de acordo com as instru¢des do kit e do

equipamento.

5.7 FENOTIPAGEM DE LINFOCITOS T CD4, T CD8, B E CELULAS NK

A fenotipagem dos linfocitos T CD4, T CDS8, linfocitos B e células NK foi

realizada no Laboratoério de Imunologia e Biologia Molecular do Instituto de Ciéncias da
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Satude da Universidade Federal da Bahia pelo método de citometria de fluxo, utilizando o kit
comercialmente disponivel Lymphogram® (Cytognos — Salamanca — Espanha) e o
leucograma total, segundo instrugdes do fabricante, utilizando a plataforma dupla, o qual
permite a contagem absoluta, simultaneamente, dos linfécitos CD3", CD4", CD8", CD56" ¢
CDI19". As amostras marcadas foram adquiridas e analisadas no citometro FACS Calibur®
(BD Biosciences) com o software CellQuest® (BD). Os leucogramas foram realizados pelo

método automatizado de Cell-DynRuby® da Abbott, seguindo instru¢des do fabricante.

58 ANALISE ESTATISTICA

Diante do procedimento de escolha dos pacientes nao ter possibilitado o emprego
de mecanismos aleatorios em sua sele¢do (sorteio), o que impede a utilizagdo dos
pressupostos da teoria da estimacdo estatistica, os quais permitem a obten¢do de uma medida
adequada do erro-padrao e, consequentemente, da realizacdo de inferéncia estatistica,
nenhuma estatistica inferencial (teste estatistico de hipotese ou intervalo de confianga) foi
utilizada, por serem completamente inadequadas ao contexto da teoria estatistica inferencial e
teorias de probabilidade que as sustentam, as quais ndo serdo atendidas no presente estudo.

Os dados foram avaliados via analise descritiva. Para as varidveis categoricas,
foram utilizadas frequéncias absolutas e relativas e, para as continuas, ordinais e intervalares,
optamos pelo estudo das medidas de tendéncias centrais e suas dispersdes. Por ultimo
utilizamos o coeficiente de Spearman para avaliar a associagdo entre variaveis. O software

utilizado para analise foi o Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) versao 22.
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6. RESULTADOS
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A idade média dos pacientes com dor cronica foi de 48,15 anos, enquanto os

individuos sem dor constituiram um grupo mais jovem, com a idade média de 31,40 anos. O

grupo de pacientes com dor cronica caracterizou-se por 65% de mulheres, enquanto que 50%

do grupo sem dor foi de individuos do sexo feminino (TAB. 2).

TABELA 2
Caracterizag¢ao dos grupos

Caracteristicas Dor (n = 20) Sem dor (n = 10)
Idade (anos)

Média 48,15 31,40

Mediana 48,00 30,00

Desvio-padrio 12,69 6,67
Sexo (frequéncia)

Masculino 7 (35%) 5 (50%)

Feminino 13 (65%) 5 (50%)
Ocupacio (frequéncia)

Amparo assistencial (BPC) 1 (5%)

Aposentadoria por invalidez 6 (30%)

Aposentadoria por tempo de servigo 2 (10%)

Assalariado 2 (10%) 7 (70%)

Autdénomo 1 (5%)

Auxilio-doenga 4 (20%)

Auxilio-doenga/pensdo por viuvez 1 (5%)

Bolsista 3 (30%)

Pensao por viuvez 1 (5%)

Sem renda 2 (10%)
Peso (kg)

Média 71,57 75,64

Mediana 70,75 73,85

Desvio-padrao 14,68 15,23
Altura (m)

Média 1,64 1,72

Mediana 1,62 1,69

Desvio-padrao 0,10 0,09
Estado civil

Solteiro 9 (45%) 7 (70%)

Casado 7 (35%) 3 (30%)

Separado 2 (10%)

Vitvo 2 (10%)
Tabagismo

Sim 3 (15%)

Nao 17 (75%) 10 (100%)
Etilismo

Sim 1 (5%) 6 (60%)

Nao 19 (95%) 4 (40%)
Abuso de substancias psicoativas

Sim

Nao 20 10 (100%)

(100%)
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Enquanto que a totalidade dos individuos sem dor apresentou alguma fonte de
renda relacionada a atividade laboral ou académica, 70% dos pacientes com dor cronica
estavam afastados do trabalho, necessitando de beneficio previdenciario ou mesmo sem
nenhuma fonte de renda (10%). O peso corporal médio dos individuos com dor foi de
71,57Kg, bem proximo ao peso médio do grupo sem dor, que foi de 75,64Kg. Quanto a
altura, a média para o grupo com dor foi de 1,64m e para o grupo sem dor foi de 1,72m. A
maior parte dos pacientes com dor cronica vive sem companheiro (90%), assim como aqueles
do grupo sem dor crdnica (70%). No grupo de individuos sem dor cronica ndo ha tabagistas,
enquanto que esses perfazem 15% do grupo com dor cronica. O consumo de bebidas
alcoodlicas ¢ habito de apenas 5% dos pacientes com dor, enquanto 60% daqueles sem dor
cronica declaram-se etilistas. A auséncia do abuso de substancias psicoativas caracterizou
tanto o grupo com dor como o que ndo apresentava dor cronica (TAB. 2).

A maior parte dos pacientes sofria de dor neuropatica (GRAF. 1).

Bl Dor neuropatica

E Fibromialgia
80%

GRAFICO 1 - Diagnésticos dos pacientes com dor cronica

5%

5%

15%

10%

20%

o4 |5 a6 a7 |8 @9 |10

GRAFICO 2 - Escore na Escala Visual Analogica dos pacientes com dor cronica
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E possivel observar que 75% dos pacientes avaliados apresentavam dor de intensa
a insuportavel (escore de 7 a 10) no momento da avaliacdo (GRAF. 2).

A avalia¢do do leucograma dos pacientes que sofrem com dor cronica frente ao
grupo de individuos sem dor, mostrou que os niveis de todas as células analisadas estavam

dentro da normalidade (TAB. 3).

TABELA 3
Leucograma dos grupos
Tipo
Indicador Estatistica
Com dor (n=20) Sem dor (n=10)
Leucocitos total Média (n° cél/mL) 6464,15 6714,80
Desvio-padrdo (n°® cél/mL) 1768,95 1316,83
Linfocitos total Média (n° cél/mL) 2225,00 2374,80
Desvio-padrao (n°® cél/mL) 691,13 502,93
Neutrofilos Mediana (%) 55,50 54,00
Eosinoéfilos Mediana (%) 2,00 3,00
Basofilos Mediana (%) 1,00 1,00
Monocitos Mediana (%) 6,50 6,50

Foram avaliadas as concentra¢des séricas das citocinas pro-inflamatérias IL-1,
IL-6, TNF-a e INF-y e das citocinas anti-inflamatorias IL-4 e IL-10 no grupo de pacientes
que sofriam de dor cronica e no grupo de individuos sem dor (TAB. 4). O grupo de pacientes
com dor crdnica apresentou niveis séricos de IFN- y maiores em 67,30% quando comparados
ao grupo sem dor. J4 com relacdo a IL-10, foram encontrados niveis reduzidos em 85,11% no
grupo com dor quando comparados aos encontrados no grupo sem dor cronica. Para as

demais citocinas ndo foram encontradas diferencas entre os dois grupos.
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TABELA 4
Comparacao dos niveis séricos de citocinas entre os grupos
Tipo
Citocina Estatistica Dor Sem dor A A (%)
(n=20) (n=10)
IFN-vy Mediana(pg/mL) 240,62 78,68 67,30%
1Q 0,00 0,00 161,94
3Q 599,92 429,92
IL-10 Mediana(pg/mL) 78,19 144,74 -
1Q 0,00 0,00 -66,55 85,11%
3Q 430,63 518,12
IL-6 Mediana(pg/mL) 0,00 0,00
1Q 0,00 0,00 0,00 0,00%
3Q 0,00 27,99
1L-4 Mediana(pg/mL) 0,00 0,00
1Q 0,00 0,00 0,00 0,00%
3Q 67,79 95,28
IL-1B Mediana(pg/mL) 0,00 0,00
1Q 0,00 0,00 0,00 0,00%
3Q 11,76 7,57
TNF-a Mediana(pg/mL) 0,00 0,00
1Q 0,00 0,00 0,00 0,00%
3Q 148,75 148,24

Legenda: A = diferenga entre grupo com dor e sem dor; A(%) = porcentagem de diferenca entre grupo com dor

e sem dor

Foi avaliada também a relacdo entre o escore obtido na aplicagdo da EVA do

grupo de pacientes com dor cronica e os niveis sé€ricos das citocinas pesquisadas (TAB. 5).
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TABELA 5
Relagdo entre os escores da EVA e os niveis séricos das citocinas pesquisadas no grupo com dor crénica

Citocina Correlagdo de Spearman
EVA x IFN- gama -0,13
EVA x IL-10 0,17
EVA x IL-6 0,00
EVA x IL-4 0,34
EVA x IL-1P -0,36
EVA x TNF-a 0,30

Para IL-6, IL-10 e IFN-y, observou-se uma correlagdo muito fraca entre os niveis
séricos das citocinas e os escores da EVA, sendo que para IFN-y a correlagdo foi negativa, ou
seja, sdo inversamente proporcionais. No caso de IL-6 e IL-10, a correlacdo com o escore de
dor foi positiva, ou seja, sdo diretamente proporcionais.

Para IL-1P3, IL-4 e TNF-a, observou-se uma correlagdo fraca entre os niveis
séricos das citocinas e os escores da EVA, sendo que para IL-1 a correlagdo foi negativa, ou
seja, sdo inversamente proporcionais. No caso de IL-4 ¢ TNF-q, a correlagdo foi positiva, ou

seja, sdo diretamente proporcionais.

TABELA 6
Comparacao de VHS e PCR entre os grupos
Tipo
Indicador  Estatistica
Com dor Sem dor A A (%)
(n=20) (n=10)
VHS Média 24,25 15,20 9,05 37,32%
(mm na 1* hora)
Desvio-padrao 10,29 7,36
PCR Média (mg/L) 2,38 2,79 -0,41 -17,15%
Desvio-padrao 2,39 3,94

Legenda: A = diferenga entre grupo com dor e sem dor; A(%) = porcentagem de diferenca entre grupo com dor e
sem dor

A analise dos marcadores inespecificos de inflamagao VHS e PCR ultrassensivel

revelou o aumento de VHS em 37,32% no grupo de pacientes com dor quando comparados
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ao grupo sem dor (TAB. 6). Quanto a PCR, os pacientes com dor apresentaram niveis

17,15% menores quando comparados ao grupo sem dor.

TABELA 7
Comparacao da fenotipagem de linfocitos T CD4, T CDS8, linfocitos B e células NK entre os grupos
Tipo
Indicadores  Estatistica Com dor Sem dor . A %)
(n=20) (n=10)
CD4 Média 2899,78 2979,70 -79,92 -2,76%
(cél/uLl)
Desvio-
padrio 1065,67 830,35
CD8 Média
el/ul
(cel/ul) 1615,72 205549 439,77 2722
Desvio-
padrdo
547,31 938,70
Média
NK (ceVuL) 819,88 674,91 144,97 17,68%
Desvio-
padrao
385,04 351,74
Média
B (cél/uL) 933,22 798,76 134,46 14,41%
Desvio-
padrao
437,95 167,05

Legenda: A = diferenga entre grupo com dor ¢ sem dor; A(%) = porcentagem de diferenga entre grupo com dor e
sem dor

Quanto a fenotipagem dos linfocitos, ndo foi observada variacdo expressiva entre
os valores absolutos de CD4, com uma redu¢do de 2,76% no grupo com dor em relacdo ao

sem dor cronica. A diferenca da contagem de CDS8 ja foi mais expressiva, porém também



50

reduzida no grupo com dor quando comparado ao grupo de individuos sem dor cronica
(27,22%). Em relacdo as células NK e aos linfocitos B, a contagem absoluta no grupo com
dor foi maior em 17,68% e 14,41%, respectivamente, quando comparada a contagem do

grupo sem dor cronica (TAB. 7).

TABELA 8
Comparacao da relacio CD4/CDS entre os grupos
Tipo
Indicadores  Estatistica Com dor Sem dor A A (%)
(n=20) (n=10)
CD4/CD8 Média 1,92 1,64 0,28 14,58%
Mediana 1,85 1,60
Desvio-padrdo 0,74 0,62
Maximo 3,58 2,44
Minimo 0,67 0,66

Legenda: A = diferenga entre grupo com dor e sem dor; A(%) = porcentagem de diferenga entre

grupo com dor e sem dor

Outro parametro do perfil imunologico ¢ a relacdao entre linfocitos T CD4 e T
CDS8 e ESTE estudo encontrou uma reducao de 14,58% da relagdo CD4/CDS8 nos individuos

sem dor cronica quando comparados aqueles que sofrem de dor persistente.
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7. DISCUSSAO
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Um dos mais importantes avangos da pesquisa em neurociéncia foi a descoberta
de uma extensa comunica¢do entre o sistema imune e o sistema nervoso central e que as
citocinas pro-inflamatorias desempenham um importante papel nessa comunicagdo. A
compreensdo desses mecanismos pode contribuir de forma incisiva para o entendimento dos
mecanismos imunoldgicos associados a dor cronica, especialmente a dor neuropatica
(SKAPER et al., 2012).

O objetivo do presente estudo foi avaliar os niveis séricos das mais proeminentes
citocinas pro-inflamatorias e anti-inflamatorias e as subpopulagoes de linfécitos encontradas
em sangue periférico de pacientes com dor cronica de origem neuropatica e fibromidlgica e
compara-los com individuos sem dor cronica.

Participaram do estudo 20 pacientes que apresentaram escore > 4 na escala visual
analdgica de dor (EVA). Essa escala ¢ considerada sensivel, simples, reproduzivel e
universal, isto €, pode ser entendida em muitas situagdes onde hé diferencas culturais ou de
linguagem do avaliador, clinico, examinador (SOUSA; SILVA, 2005). O estudo contou com
um grupo comparativo de individuos saudaveis, que apresentaram escore = 0 na escala visual
analdgica de dor e foram isentos de qualquer um dos critérios de ndo inclusdo. O grupo com
dor foi constituido de 80% de pacientes com dor neuropatica € 20% com fibromialgia
(GRAF. 1), pois essas condi¢des sdo bastante comuns no Ambulatorio de Dor do HUPES e a
literatura menciona diversos estudos que mostram a relacdo dessas com o sistema imune
(CALVO et al., 2012; KRAYCHETE et al., 2008; LEUNG; CAHILL, 2010; LI et al., 2013;
MARCHAND et al., 2005; MILLIGAN; WATKINS, 2009; SCHOMBERG; OLSON, 2012;
UCEYLER, 2007a,b; VALLEJO et al., 2010; XING et al., 2013; ZHU et al., 2009).

O grupo de paciente com dor cronica mostrou-se com média de idade superior
quando comparado aqueles sem dor. E possivel que essa diferenca tenha origem no fato de o
grupo com dor incluir individuos com neuropatia diabética, neuropatia pds-herpética,
lombociatalgia e fibromialgia, enfermidades que afetam individuos de meia-idade ou idosos
(LOPEZ-POUSA et al., 2013; NIV; MALTSMAN-TSEIKHIN, 2005 apud XING et al.,
2013; SA et al., 2009).

Houve predominancia de pacientes do género feminino no grupo com dor (65%),
o que poderia interferir na avaliagio do comportamento da dor e sua intensidade (SA et al.,
2009), no entanto, essa distribuicdo foi bem semelhante a do grupo de individuos sem dor
cronica (50%).

A comparacdo entre os pacientes com dor e os individuos saudaveis mostrou que

70% dos pacientes mantém-se afastado do trabalho ou ndo tem fonte de renda, condicio
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ausente no grupo sem dor. Dessa forma, é possivel observar, no grupo de pacientes com dor
estudado, a interferéncia da dor intensa nas atividades laborais, conforme descrito em estudos
conduzidos no Brasil e em outros paises (FRIESSEM et al., 2009; GARCIA et al., 2013;
GUREIJE, 1998, PICAVET; SCHOUTEN, 2003 apud SA et al., 2009). Vale ressaltar que
75% dos pacientes apresentaram dor de intensa a insuportavel no momento da entrevista
(escore de 7 a 10 na EVA).

Com relacdo a afericdo do peso corporal e altura, apesar das diferencas entre os
grupos estudados, ndo foi realizada uma andlise estratificada a fim de investigar a possivel
interferéncia da obesidade nos niveis de citocinas séricos. A obesidade ¢ caracterizada por
um estado de inflamagdo cronica, secundario aos niveis elevados de citocinas circulantes,
como TNF-a (PRADO et al., 2009), apesar de Hernandez e colaboradores (2010) afirmarem
que os niveis de citocinas pro-inflamatdrias em pacientes com fibromialgia sdo independentes
do indice de massa corporea (IMC). Vale destacar que a amostra utilizada no estudo
mencionado foi mais robusta que a da presente pesquisa (n = 64 no grupo de pacientes com
fibromialgia e n = 20 no grupo controle), porém o método de determinagdo das citocinas
utilizado foi o ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay) de captura. Além disso, o
grupo de pacientes com dor deste estudo ¢ constituido apenas de 20% de pacientes com o
diagndstico de fibromialgia.

Alteragdes imunologicas podem estar associadas ao tabagismo, ao consumo de
alcool e de outras substancias psicoativas (VINES et al., 2003). Neste estudo foi observado
que a maior parte dos pacientes com dor cronica ndo mantinha nenhum dos hébitos citados,
no entanto, o consumo de alcool foi declarado por 60% do grupo de individuos sem dor.

Com relagdo a avaliagdo dos niveis séricos das citocinas, o resultado esperado
seria que as citocinas pro-inflamatorias estivessem aumentadas e as anti-inflamatérias
diminuidas nos pacientes com dor cronica. Estudos prévios encontraram niveis aumentados
das citocinas pro-inflamatorias TNF-a, IL-2 e IL-6 e niveis reduzidos das citocinas anti-
inflamatérias IL-4 e IL-10 na comparagdo entre pacientes com dor crénica e individuos
saudaveis (DAVIES et al., 2007; KRAYCHETE et al., 2010; KOCH et al., 2007; UCEYLER
et al., 2007a,b). Nesta pesquisa foram encontrados niveis elevados de INF-y no grupo de
pacientes com dor cronica quando comparados ao grupo sem dor. Com relagao a IL-10,
observou-se reducao dos niveis séricos no grupo com dor cronica quando comparados aos do
grupo sem dor, o que também estd de acordo com os relatos anteriores. A despeito dos grupos

analisados ndo possibilitarem a avaliagdo estatistica inferencial, vale destacar que a
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quantidade de citocinas circulantes ¢ bastante reduzida, dessa forma, a diferenca encontrada
pode ser considerada relevante.

Esta pesquisa também avaliou a possivel relagdo entre os escores da EVA
encontrados nos pacientes com dor cronica e os niveis séricos de citocinas, porém, apesar de
ter sido observada uma correlagdo diretamente proporcional entre os niveis séricos de IL-6 e
TNF-a ¢ a intensidade de dor, essa correlagao foi muito fraca.

As diferencas entre os dados encontrados e estudos anteriores podem estar
relacionadas a alguns fatores associados as citocinas como a hora do dia em que ocorreu a
coleta, considerando o ritmo circadiano e as variagdes no sangue periférico das citocinas pro-
inflamatorias (KRAYCHETE et al., 2010), além da propria sintese dessas proteinas, que
depende de novas transcrigdes genéticas, transitorias e associadas a RNAm instaveis
(ABBAS et al., 2012). Diante dessa variabilidade, seria mais adequada a avaliagcdo de duas
amostras em momentos diferentes e a analise da mesma amostra por dois métodos distintos,
como sugere Ugeyler e colaboradores (2011). Ainda, normalmente as citocinas estdo
associadas a acdo autocrina (na mesma célula que a produz) ou a agdo pardcrina (agdo em
uma célula proxima). Uma excegdo ¢ a citocina TNF-a, que apresenta efeitos locais, mas
também sistémicos (acdo endocrina) (ABBAS et al., 2012).

Por outro lado, ¢ possivel também encontrar em outros estudos discrepancias
entre os niveis séricos das citocinas, considerando as diferengas metodologicas como técnicas
de detec¢do, materiais analisados, avaliagdo de citocinas apds utilizacdo de estimulo de
células produtoras das mesmas no sangue periférico, além da baixa qualidade de alguns deles
(UCEYLER et al., 2011). Outro fator passivel de influenciar os resultados de estudos
anteriores ¢ o um nuamero reduzido de individuos, o que ocorreu no presente estudo
(KRAYCHETE et al., 2010; UCEYLER et al., 2011).

E também notéavel que os estudos publicados, assim como a pesquisa em questdo,
avaliam diversas citocinas, sem que se estude um possivel papel de uma dessas proteinas
especificas. Esse direcionamento poderia produzir dados mais relevantes.

Fatores que interferem nos niveis de citocinas como atividade fisica, infec¢des
ndo diagnosticadas, utilizagdo de medicamentos e tempo de doenga devem ser investigados.
Nesta pesquisa, a interferéncia da atividade fisica foi minimizada realizando-se a coleta de
amostras sanguineas pela manha e apds, pelo menos, uma hora de repouso. Ainda, no dia da
coleta, nenhum dos individuos apresentava sinais ou sintomas de infec¢do e, a fim de avaliar
essa possivel interferéncia, foram realizadas provas inespecificas de atividade inflamatoria

VHS e PCR (TAB. 6). Em relagao a VHS, houve aumento no grupo de pacientes com dor
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cronica, mas foi encontrada diferenga bastante discreta com relagdo a PCR. Por ser uma
prova inespecifica, a diferenca na VHS pode estar relacionada ao estado inflamatorio
associado a dor, mas também a qualquer outro processo inflamatorio em periodo prodromico.
Ainda, por ser uma medida indireta de proteinas de fase aguda da inflamacao, seu resultado
pode ser impreciso (AGUIAR et al., 2013).

Quanto aos medicamentos em uso, 0os pacientes foram orientados previamente a
ndo utilizarem anti-inflamatdérios hormonais e ndo hormonais e analgésicos opioides e a
adesdo a orientagdo foi questionada no momento da coleta da amostra. Foram mantidos todos
os outros medicamentos prescritos para o tratamento da dor, como antidepressivos e
anticonvulsivantes, por questdes €ticas. Apesar disso, a dificuldade de garantir a adesdo as
orientacdes repassadas pode ser uma das fragilidades desta pesquisa.

No presente estudo, também nao houve a avaliagdo do tempo de doenca de cada
paciente.

Outro ponto importante a ser destacado ¢ que a descoberta de uma nova
populagdo de linfécitos T helper, as células Th17, que produzem a citocina IL-17 com agdo
pro-inflamatdria potente, tem sido associada a dor cronica em estudos com animais
(KLEINSCHNITZ, 2006 apud AUSTIN; MOALEM-TAYLOR, 2010). Talvez a ampliagao
da avaliagdo incluindo essa citocina poderia fornecer dados mais esclarecedores. Ainda, a
analise longitudinal dos individuos com dor com amostras maiores poderia produzir dados
mais consistentes.

A comparagdo dos leucogramas entre pacientes com dor cronica e individuos
saudaveis nao mostrou discrepancias com os parametros de normalidade, conforme
constatado por Kaufmann e colaboradores (2007b), que também estudaram individuos com
dor neuropatica e fibromialgia e os comparou com individuos saudaveis.

A despeito da conhecida conexdo com o sistema nervoso (BROGDEN et al.,
2005; ELENKOV et al., 2000, 2005; HERBERT; COHEN, 1993; JOACHIM et al., 2006;
KAUFFMAN et al., 2007a apud KAUFMANN et al.,, 2007b), a informag¢ao sobre a
distribuicdo das subpopulacdes de linfocitos em situagdes de estresse e dor ¢ limitada
(MARCHAND et al., 2005) e dados sobre alteragdes nas subpopulagdes dos linfocitos
associadas a dor cronica s3o inconsistentes (BUSSONE, 1992; LEONE, 1994 apud
KAUFMANN et al., 2007b).

As diferengas entre os pacientes com dor cronica e os individuos saudaveis na
fenotipagem dos linfocitos T CD4, T CD8, células NK e linfocitos B observadas nesse estudo

foram discretas.
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A redugdo de linfocitos T CD4 no grupo de pacientes com dor cronica foi de
apenas 2,76% em comparagdo ao grupo sem dor. Kaufmann e colaboradores (2007b) nao
observaram diferencas dos valores absolutos de linfécitos T CD4 entre um grupo de pacientes
com dor crénica e individuos saudaveis. Ja no estudo conduzido por Xing et al. (2013), os
maiores escores de dor na EVA na fase aguda do herpes zoster ocorreram em pacientes que
apresentaram menores niveis de linfocitos T CD4 e, posteriormente, desenvolveram dor
neuropatica. A neuropatia pds-herpética pode atingir até 30% dos pacientes acometidos pela
infec¢do por herpes zoster. Nesse trabalho a atuacdo dos Treg foi avaliada e a elevacdo desses
foi associada a diminui¢do de linfocitos T CD4 e ao aparecimento de dor neuropatica. Os
linfécitos reguladores sao responsaveis pela supressdo da ativagdo dos linfocitos T efetores
nas infecgdes virais, assim, a reducdo da acdo dos Treg provoca uma resposta vigorosa de
linfocitos T CD4, que determina a eliminagdo do virus com a reducdo da probabilidade de
lesdo nervosa. Diante disso, sdo necessarios estudos com populagdes maiores que possam
esclarecer a resposta imune associada a exposicao de nervos lesionados, quando as barreiras
sangue-nervo ou sangue-encéfalo sdo quebradas, conforme descreve Li et al. (2013). Os
dados do estudo mencionado sugerem que os nervos periféricos tém maior probabilidade de
causar uma resposta imune que o sistema nervoso central quando ha exposi¢do as células
imunes. Talvez os nervos periféricos lesionados possam apresentar antigenos exogenos ao
sistema imune e, dessa forma, desencadear uma inflamagdo cronica depois a lesdo. Outros
estudos mostram que a ativagao de linfocitos B apds a lesdo medular pode desencadear uma
autoimunidade sistémica (ANKENY, 2006 apud LI et al., 2013).

Houve uma reducao de 27,22% nos valores absolutos de linfocitos T CD8 no
grupo com dor cronica, em concordancia com os achados de Kaufmann e colaboradores
(2007b), que encontraram redu¢do significativa da quantidade absoluta de linfécitos T CD8
em pacientes com sindrome da dor complexa regional (SDCR) e com fibromialgia, quando
comparados a individuos saudaveis. ZHU e colaboradores (2009) encontraram redugdo de
linfécitos T CD4 e T CD8 em pacientes na fase aguda da infec¢do por herpes zdster em
comparagdo a individuos saudaveis, porém ndo houve diferenca entre os grupos que
posteriormente desenvolveram neuralgia pés-herpética, nem correlacdo do escore de dor da
EVA na fase aguda com as subpopulacdes de linfoticos.

No tocante a relacdo CD4/CDS, foi constatado um aumento de 14,58% no grupo
dos pacientes com dor cronica, resultado destoante do estudo de Kaufmann e colaboradores
(2007b), que encontraram elevagdo dessa relacdo, porém somente em pacientes com SDCR,

mas nao naqueles com fibromialgia.



57

E interessante destacar que foi encontrada uma correlagdo positiva significativa
na fase aguda da infecg¢@o por herpes zoster entre o escore de dor na EVA e os niveis séricos
de IL-6. Como a citocina IL-6 ¢ um marcador sensivel e precoce de dano tissular, a elevacao
na fase aguda pode indicar uma possivel lesdo nervosa ou uma reagao inflamatdria excessiva
que culmina com a dor neuropatica, porém, esse mecaniSmo precisa ser mais bem
compreendido.

Quanto as células NK, a associacdo negativa entre seu percentual e a dor, bem
como a porcentagem reduzida de forma ndo significativa de células NK em pacientes com
fibromialgia j& foram descritas anteriormente, porém também em estudos com amostras
reduzidas (LANDIS et al., 2004; VINES et al., 2003). Contrariamente, no caso da presente
pesquisa, o grupo de pacientes com dor cronica apresentou valor absoluto de células NK
17,68% maior que aqueles sem dor. Talvez a avaliacdo de linfocitos reguladores (Treg)
poderia esclarecer o papel das células imunes nos quadros de dor cronica. O estudo das
células NK na neuralgia pos-herpética conduzido por Xing e colaboradores (2013)
encontraram correlacdo positiva significativa entre a quantidade absoluta de células NK na

fase aguda da infecgdo e o aparecimento da dor neuropatica.
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8. CONCLUSAO
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Os niveis séricos da citocina pré-inflamatoria INF-y encontrados no grupo de pacientes com
dor cronica estavam elevados quando comparados aos do grupo sem dor.

Os niveis séricos da citocina anti-inflamatéria IL-10 encontrados no grupo de pacientes com
dor cronica estavam reduzidos quando comparados aos do grupo sem dor.

Nao houve diferenga dos niveis séricos das citocinas pro-inflamatoria IL-103, IL-6 e TNF-q,
assim como nos niveis séricos da citocina anti-inflamatoéria 1L-4 entre o grupo de pacientes
com dor cronica e o grupo sem dor.

O valor absoluto de linfocito T CD8 encontrado no grupo com dor cronica foi reduzido
quando comparado ao do grupo sem dor, bem como houve discreta reducdo de linfocito T
CD4 no primeiro grupo comparativamente.

Os valores absolutos de células NK e linfécitos B encontrados no grupo com dor cronica
foram elevados quando comparados aos do grupo sem dor.

A relagdo CD4/CD8 encontrada no grupo com dor cronica foi elevada quando comparada a

relacdo do grupo sem dor.
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Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Titulo do Estudo: “Efeito analgésico da lidocaina e sua relacdo com o sistema imune”

Pesquisador Responsavel: Marcia de Miguel

O (A) senhor (a) esta sendo convidado (a) a participar de uma pesquisa. Por favor, leia este
documento com bastante atencdo antes de assina-lo. Caso haja alguma palavra ou frase que o (a)
senhor (a) ndo consiga entender, converse com o pesquisador responsavel pelo estudo ou com um

membro da equipe desta pesquisa para esclarecé-los.

A proposta deste termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) € explicar tudo sobre o estudo

e solicitar a sua permissdo para participar do mesmo.

OBSERVACAOQ: Caso o paciente ndo tenha condicdes de ler efou compreender este TCLE, 0 mesmo
podera ser assinado e datado por um membro da familia ou responsavel legal pelo paciente.

Objetivo do Estudo
Os objetivos do estudo sdo:

* Avaliar o quadro de dor cronica antes e apos o tratamento com lidocaina intravenosa;

+ Medir a concentragdo no sangue de substancias inflamatdrias, antiinflamatdrias e de células

do sistema imunoldgico.

Duracdo do Estudo
A duracdo total do estudo € de seis meses.
A sua participacao no estudo sera de aproximadamente dez semanas.

Descricao do Estudo

Participardo do estudo aproximadamente 52 individuos.

Este estudo sera realizado no Ambulatério de Dor do Hospital Universitario Professor Edgard Santos
(UFBA).

O (a) Senhor (a) foi escolhido (a) a participar do estudo porque tem o diagnostico de dor
neuropatica ou fibromialgia e tem indicacdo de utilizar o tratamento com lidocaina intravenosa para
tratar a dor crénica.

O (a) Senhor (a) ndo podera participar do estudo se tiver doencas inflamatorias sistémicas, historia
de alergia, histdria de alteracdes nos globulos vermelhos ou brancos do sangue, gravidez, infecctes

ativas, doenca neoplasica, doencas endocrinas e indisponibilidade para comparecer ao hospital
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para avaliagdo.

Procedimento do Estudo

Apos entender e concordar em participar, vocé fara parte de um sorteio a fim de definir sua
participagdo no grupo 1, constituido por pacientes que serdo submetidos ao tratamento com
lidocaina, ou no grupo 2, constituido por pacientes que serdo submetidos ao tratamento com uma

solugdo de cloreto de sodio 0,9% (solucdo fisiolagica).

O tratamento com lidocaina serd realizado em dez sessdes de aplicacdo intravenosa do
medicamento. Cada sessdo durard aproximadamente uma hora e serd utilizada a dose de 5mg/kg
de peso corporal. Sera realizada a pungdo de uma veia periférica do antebrago e entdo

administrado o medicamento.

O tratamento com a lidocaina € uma das alternativas disponiveis para aqueles pacientes que ndo
tiveram alivio da dor com antidepressivos e anticonvulsivantes, que sdo os medicamentos mais

comuns para tratar esse quadro.

No caso de vocé ser sorteado para participar do grupo 2, vocé sera submetido aos mesmos
procedimentos do grupo 1, no entanto, ao invés da lidocaina, vocé receberd uma aplicacdo de
solugdo fisiologica. Durante o periodo em que estiver participando do estudo, os pacientes do
grupo 2 continuardo a utilizar os medicamentos usuais, porém serdo orientados a ndo utilizar
medicamentos antiinflamatorios ndo esteroidais (aspirina, piroxicam, meloxicam, tenoxicam,
fenilbutazona, indometacina, diclofenaco, ibuprofeno, cetoprofeno, naproxeno, nimesulida,
cetorolaco, tolmedina etc), corticosteroides (prednisona, prednisolona, cortisona, hidrocortisona,
dexametasona, betametasona, deflazacort etc) e analgésicos opioides (codeina, tramadol, morfina,
metadona, oxicodona, buprenorfina etc). Durante o periodo do estudo, serd fornecido ao paciente
do grupo 2 um analgésico de escape (medicamento para ser utilizado nos momentos de piora da
dor) que serd a dipirona e podera ser utilizado por via oral, ndo ultrapassando a dose maxima de 4

(quatro) gramas por dia (8 comprimidos de 500mg cada).

Durante todo o periodo do estudo serd necessario que vocgé mantenha uma anotacdo didria dos
momentos em que sentiu dor e que dose do medicamento de escape vocé utilizou nesse momento.
As anotagdes precisardo ser trazidas todas as vezes que vocé vier ao hospital para participar do
estudo.

Antes e apos a primeira, a quinta e a décima sessdes serd colhida uma amostra de sangue no total
de 30 mililitros para que se possa medir a quantidade de substancias inflamatdrias (interleucina 1
beta, interleucina 6, fator de necrose tumoral alfa, interferon gama) e de substdncias
antiinflamatorias (interleucina 4, interleucina 10), todas produzidas pelo proprio organismo.

Também serda medida a quantidade de glébulos brancos especificos (leucdcitos TCD4, leucocitos
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TCD 8 e células natural killer) e serdo realizados os exames de hemograma (contagem total de
glébulos brancos, globulos vermelhos e plaquetas) e exames para avaliar a reagdo inflamatdria no

sangue (velocidade de hemossedimentagdo do sangue -VHS e proteina C reativa-PCR).

No mesmo dia da coleta das amostras de sangue, sera realizada uma entrevista para a aplicacdo
de questionarios de avaliacdo da dor e da sua qualidade de vida.

Os resultados dos exames realizados serao entregues pelos pesquisadores ao final do estudo.

Riscos Potenciais, Efeitos Colaterais e Desconforto

Os riscos associados & coleta de sangue sdo: hematoma (mancha roxa na pele) e dor no local da

pungdo.

Com relacdo & administracdo da lidocaina por via intravenosa, as reag@es mais comuns que vocé
pode ter sd3o: hipotensdo (pressdo baixa), edema (inchaco), eritema no local da aplicacdo
(vermelhiddo), irritacdo da pele, constipacdo (prisdo de ventre), ndusea (vontade de vomitar),
vomito, sonoléncia, cefaléia (dor de cabeca), confusdo mental, parestesia (sensacdo de frio, calor,
formigamento e pressdo na pele), tremor, alteracdes do ritmo cardiaco, reagdes alérgicas.

Vocé também pode experimentar efeitos que ndo sdo conhecidos até o momento ou que ndo foram
relatados.

Considerando esses possiveis efeitos da lidocaina, vocé sera acompanhado durante todo o tempo
em que o medicamento for administrado e serdo medidas a pressao arterial e a freqiiéncia cardiaca
(nimero de batimentos do coragdo por minuto). Vocé também serda acompanhado por um
equipamento de eletrocardiograma para avaliar o funcionamento do seu coragdo durante a
administragao da lidocaina.

Beneficios para o participante
O paciente que participa desse estudo sera submetido ao tratamento com lidocaina intravenosa

que apresenta efeito analgésico (diminui a dor).
Trata-se de estudo clinico que a hipétese de que o efeito analgésico da lidocaina tem relacdo com o

sistema imune.

Os resultados obtidos com este estudo poderdo ajudar na compreensao dos mecanismos da dor
crdnica e auxiliar na busca de novos tratamentos.

Compensacdo

Vocé ndo recebera nenhuma compensacdo para participar desta pesquisa e também ndo tera
nenhuma despesa adicional. Todas as etapas do estudo serdo realizadas no Complexo Hospitalar
Universitario Professor Edgard Santos (HUPES/UFBA).

Participacdo Voluntaria/Desisténcia do Estudo

Sua participacdo neste estudo € totalmente voluntaria, ou seja, vocé somente participa se quiser.
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A ndo participagdo no estudo ndc implicara em nenhuma alteracdo no seu acompanhamento
medico tdo pouco alterara a relacdo da equipe médica com o mesmo. Apos assinar o
consentimento, vocé terd total liberdade de retird-lo a qualquer momento e deixar de participar do
estudo se assim o desejar, sem quaisquer prejuizos a continuidade do tratamento e

acompanhamento na instituicdo.

Novas Informacoes

Quaisquer novas informacdes que possa afetar a sua seguranga ou influenciar na sua decisdo de
continuar a participacdo no estudo serdo fornecidas a vocé por escrito. Se vocé decidir continuar no
estudo, tera que assinar um novo (revisado) Termo de Consentimento Informado para documentar

seu conhecimento sobre novas informacdes.

Em Caso de Danos Relacionados a Pesquisa

Em caso de dano pessoal, diretamente causado pelos procedimentos ou tratamentos propostos
neste estudo (nexo causal comprovado), o participante tem direito a tratamento médico na
Instituicdo, bem como as indenizacdes legalmente estabelecidas.

Utilizacdo de Registros Médicos e Confidencialidade
Todas as informacdes colhidas e os resultados dos testes serdo analisados em carater estritamente

cientifico, mantendo-se a confidencialidade (segredo) do paciente a todo o momento, ou seja, em
nenhum momento os dados que o identifique serdo divulgados, a menos que seja exigido por lei.
Os registros médicos que trazem a sua identificacdo e esse termo de consentimento assinado
poderdo ser inspecionados por agéncias reguladoras e pelo CEP.

Os resultados desta pesquisa poderdo ser apresentados em reunides ou publicagfes, contudo, sua

identidade ndo sera revelada nessas apresentacdes.

Quem Devo Entrar em Contato em Caso de Diivida

Em qualquer etapa do estudo vocé tera acesso aos profissionais responsdveis pela pesquisa para
esclarecimento de eventuais dividas. Os responsdveis pelo estudo nesta instituicdo sdo:
farmacéutica Marcia de Miguel (celular 71 8201 6589), Dr. Durval Campos Kraychete (celular 71
8802 3780), académicos de medicina Pedro Larocca Magalhdes (celular 70 9937 6065) e Igor
Dorea Bandeira (celular 71 8136 3125), que poderdo ser encontrados no Ambulatério de Dor do
Hospital Universitario Professor Edgard Santos ou nos telefones informados.
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Universidade Federal da Bahia

Complexo Hospitalar Universitario Prof. Edgard Santos w

— Rua Augusto Viana, s/n — Canela — Salvador — Bahia

Complexo
UFBA Tel.: (71) 3283 8043 Fax: (71) 3283 8141 HUPES

VA

Declaracdo de Consentimento

Concordo em participar do estudo intitulado "Efeito analgésico da lidocaina e sua relagdo com o

sistema imune”.

Li e entendi o documento de consentimento e o objetivo do estudo, bem como seus possiveis
beneficios e riscos. Tive a oportunidade de perguntar sobre o estudo e todas as minhas dividas
foram esclarecidas. Entendo que estou livre para decidir ndo participar desta pesquisa. Entendo
que, ao assinar este documento, ndo estou abdicando de nenhum dos meus direitos legais.

Eu autorizo a utilizacdo dos meus registros meédicos (prontuario meédico) pelo pesquisador,
autoridades regulatérias e pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da instituico.

Nome do Sujeito de Pesquisa Letra de Forma ou & Maquina Data

Assinatura do Sujeito de Pesquisa

Nome do Representante Legal do Sujeito de Pesquisa Letra de Data
Forma ou & Maquina (quando aplicavel)

Assinatura do Representante Legal do Sujeito de Pesquisa
(quando aplicavel)

Nome da pessoa obtendo o Consentimento Data

Assinatura da Pessoa Obtendo o Consentimento

Marcia de Miguel Data

Assinatura e Carimbo do Pesquisador Principal
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APENDICE B - Questionario para entrevista inicial

FICHA DE ENTREVISTA INICIAL - PROTOCOLO DE PESQUISA

DATA:
Paciente: Prontuario:
Endereco:
Telefone: Data de nascimento:
Idade: Sexo:( ) feminino ( ) masculino Estado civil:

Renda: ( ) assalariado ( ) autébnomo ( ) aposentado ( ) afastado do trabalho ( ) outros

Medicamentos em uso (nome, dose. nimero de tomadas por dia):

Informe também os medicamentos que vocé usa de vez em quando

Tabagismo:

Etilismo:

Substancias psicoativas licitas e ilicitas de abuso:

Alguma cirurgia:

Internacgoes:

Alergias:

Assinale se voeé tem algum dos problemas abaixo:

Doengas ou alteragdes na pele:

Doenga nos ouvidos, nariz. garganta, boca:

Doenga nos olhos:

Doenga no pescogo:

DOGIl?E‘l nas maimas:

Problemas respiratorios ou pulmonares:

Sintomas ou doengas cardiacas:




Doengas no trato gastrintestinal:

Doencas no trato urinario:

Sintomas ou doengas genitais:

Sintomas de doenca vascular periférica:

Sintomas musculo esqueléticos:

Sintomas ou doengas do sistema nervoso:

Problemas hematologicos:

Problemas endderinos:

Doengas psiquiatricas: () depressdo () ansiedade Outras:

Ja teve cancer De que tipo?

Esta gravida: ( ) sim () ndo

Teve alguma iufecg:‘io recentemente ou no Momento:

Escore EVA:

Peso: Altura:

MC:
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APENDICE C - Ficha de critérios para o diagnéstico de fibromialgia

Paciente: Prontuario:

FIBROMIALGIA - DIAGNOSTICO E GRAVIDADE — ACR 2010
Critérios

O paciente satisfaz os critérios de diagnostico para fibromialgia se as trés condigdes abaixo forem
encontradas:

1) indice de dor difusa (WPI) > 7 e escore na escala de gravidade de sintomas (SS)> 5 ou WPl entre 3¢ 6 ¢
SS>9.

2) Presenca de sintomas estaveis por pelo menos trés meses.

3) O paciente nao tem nenhum outro distirbio que poderia explicar a dor.
Averiguacdo

1) Indice de dor difusa (WPI)

Anote o nimero de areas em que o paciente tem tido dor na ultima semana. Em quantas areas o paciente tem
tido dor? O escore sera entre 0 ¢ 19.

() pescogco ( ) mandibula esquerda ( ) mandibula direita ( ) cintura escapular esquerda
() cintura escapular direita ( ) brago esquerdo ( ) brago direito ( ) antebrago esquerdo
() antebrago direito ( ) peito ( )abdomen ( ) parte superior das costas

() parte inferior das costas ( ) quadril (nadega e trocanter) esquerdo

() quadril (naddega e trocanter) direito ( ) coxa esquerda ( ) coxa direita

() panturrilha esquerda ( ) panturrilha direita

Numero total de areas:

2) Escore da escala de gravidade dos sintomas (SS)

Para cada um dos trés sintomas abaixo, indique o nivel de gravidade na ultima semana usando a seguinte
escala:

sem problema
problema leve ou moderado, geralmente moderado ou intermitente
problema consideravel, presente com frequéncia e/ou em nivel moderado

W =[O

problema grave e penetrante, continuo, problemas que interferem na vida

Fadiga (Cansago ao executar atividades)
Sono nao reparador (Acordar cansado)

Sintomas cognitivos (dificuldade de memoria, concentragdo etc)



Considerando sintomas somaticos em geral, indicar se o paciente tem*:

Sem sintomas (0)

Alguns sintomas (1)

Um moderado numero de sintomas (2)
Grande nimero de sintomas (3)
*Sintomas que podem ser considerados:
() dor muscular

() sindrome do colon irritavel
() fadiga/cansago

() pensa ou relembra problemas
() fraqueza muscular

() cefaleia

() dor/caibra no abdomen

() entorpecimento/formigamento
() tontura

() insonia

() depressao

() constipagdo

() dor no abdomen superior

() nausea

() nervosismo

() dor no peito

() febre

() diarreia

() xerostomia

() comichdo

() chiado

() fendbmeno de Raynaud

() urticaria/vergdes

() zumbido nos ouvidos
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) vomito

) azia

) ulceras orais

) perda ou mudanga no paladar
) convulsao

) xeroftalmia

) falta de ar

) perda de apetite

) rash

) sensibilidade ao sol

) dificuldade de audigao

) manchas roxas na pele com facilidade
) mic¢do frequente

) micgao dolorosa

) bexiga espastica
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ANEXO A - Folha de rosto para pesquisa envolvendo seres
humanos

g‘ Plabaforma MINISTERIO DA SAUDE - Conselho Nacional de Saude - Comisséo Nacional de Etica em Pesquisa — CONEP
@( FOLHA DE ROSTO PARA PESQUISA ENVOLVENDO SERES HUMANOS

81

1. Projeto de Pesquisa: 2. Numero de Sujeitos de Pesquisa:
Efeito analgésico da lidocaina e sua relagao com o sistema imune. 52

3. Area Tematica

4_ Area do Conhecimento:
Grande Area 4. Ciéncias da Saude

PESQUISADOR RESPONSAVEL

5. Nome

Marcia de Miguel

6. CPF 7. Enderego (Rua, n.%)

115.609.278-79 DAS PATATIVAS IMBUI 87 - aptc 402 SALVADOR BAHIA 41720100

8. Nacionalidade 9. Teiefone: 10. Outro Telefone: 11. Email:

BRASILEIRA (71) 8201-6589 marciademiguel@hotmail.com
12. Cargo:

Termo de Compromisso: Declaro que conhego e cumprirei os requisitos da Resolugao CNS 196/96 e suas complementares. Comprometo-me a
utilizar os matenais e dados coletados exclusivamente para os fins previstos no protocolo e a publicar os resultados sejam eles favoraveis ou nao.
Aceito as responsabilidades pela condug3o cientifica do projeto acima. Tenho ciéncia que essa folha sera anexada ao projeto devidamente assinada
por todos os responsaveis e fara parte integrante da documentagac do mesmo

oaa 40+ U5 J01H

/V U Assinatura

INSTITUICAO PROPONENTE

13. Nome: 15. Unidade/Orgao:

Hospital Universitario Prof. Edgard Santos-UFBA

14. CNPJ:
15.180.714/0002-87

16. Telefone: 17. Outro Telefone:
(71)3283-8141

Termo de Compromisso (do responsavel pela instituicao ): Declaro que conhego e cumprirei os requisitos da Resolugao CNS 196/96 e suas
Complementares e como esta instituigdo tem condigoes para o desenvolvimento deste projeto, autorizo sua execugao.

Responsavel: l_(\l\//)".\\‘,\,\,‘ylA,—& )\ g,&\(%)«x \f"(,g 3 CPF: L{ ,\\) /‘// \)CQ ('ZC l’:i s .(—} &
J

Cargo/Fungao: \“ L PR 'A;.\)_,k,-\_;k&(l,\(.

Dala:()\_.:;/ L‘:)k‘.'ﬂ/ fi :ii /—}'/(MM?OS

Assinatura

PATROCINADOR PRINCIPAL
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ANEXO B - Aprovacio do Comité de Etica em Pesquisa do HUPES

HOSPITAL UNIVERSITARIO
PROF. EDGARD SANTOS- Wm
UFBA - HUPES

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Efeito analgésico da lidocaina e sua relagdo com o sistema imune.
Pesquisador: Marcia de Miguel

Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: 05158913.2.0000.0049

Instituigao Proponente: Hospital Universitario Prof. Edgard Santos-UFBA
Patrocinador Principal: Hospital Universitario Prof. Edgard Santos-UFBA

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 353779
Data da Relatoria: 19/07/2013

Apresentagido do Projeto:

Trata-se de projeto que pretende estudar a relac@o entre o efeito analgésico da lidocaina e os nivels séricos
das citocinas pro-inflamatdrias e antiinflamatérias e células imunolégicas envolvidas na dor crénica,uma vez
que a literatura tem mostrado que a dor crénica possivelmente esta relacionada ao sistema imune. O
entendimento dessa relagdo pode ser Util para a descoberta de novas estratégias terapéuticas. A lidocaina,
um anestésico local com propriedades antiarritmicas, tem sido empregada por diversas vias,inclusive a
intravenosa, como uma alternativa para o tratamento da dor crénica para os pacientes ndo

responsivos aos fratamentos comumente utilizados, tais como analgésicos comuns, opioides,
antidepressivos e anticonvulsivantes, que sofrem com quadros cronicos como dor neuropatica e fibromialgia.
Trata-se de um estudo prospectivo, placebo-controlado a ser realizado com os pacientes atendidos no
Ambulatério de Dor do Hospital Universitario Professor Edgard Santos da Universidade Federal da Bahia
(HUPES/UFBA) com indicacdo da equipe médica de submeter-se @ administragdo de lidocaina intravenosa.
Em atencéo aos conceitos da bioética, os investigadores se comprometem a descontinuar imediatamente o
tratamento adotado no grupo intervencdo naqueles pacientes que apresentarem sinal de agravamento no
quadro clinico. Todas as informacgdes sobre os pacientes serdo mantidas em sigilo, ndo sendo identificados

como participante da pesquisa em nenhum momento. A fim de

Endereco: Rua Augusto Viana, sin® - 1° Andar

Bairro: Canela CEP: 40.110-060
UF: BA Municipio: SALVADOR
Telefone: (71)3283-8043 Fax: (71)3283-8140 E-mail: cep.hupes@gmail.com
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HOSPITAL UNIVERSITARIO
PROF. EDGARD SANTOS- Wﬂp
UFBA - HUPES

Confinuagdio do Parecer: 353.779

obter a reducdo de 30% na intensidade de dor com o tratamento com lidocaina intravenosa, serdo
selecionados 52 pacientes. Os pacientes serdo divididos em dois grupos de 26 individuos, sendo que um
grupo sera submetido a dez sessdes de administracdo intravenosa de lidocaina semanais na dose de
5mg/kg/dia e o outro grupo sera submetido ao mesmo

nimero de sessdes de administragéo intravenosa de uma solugdo de cloreto de sodio 0,9%, em um volume
idéntico ao de lidocaina do primeiro grupo. O calculo do tamanho amostral foi realizado pela formula de
diferenca de médias apds analise de um estudo piloto. Utilizou-se como parametro a reducéo de dois pontos
na escala numérica de dor apés a intervengdo com um desvio padrédo de 2,0. Obteve-se uma amostra de 26
sujeitos para cada grupo de estudo para um poder de 90% e um nivel de confianca de 99%. Sera realizado
a dosagem dos niveis séricos das citocinas IL-1B, IL-6, TNF-alfa, IFN-gama, 1L4, IL10, bem como a
determinacdo quantitativa de linfocitos TCD4, TCD8 e células NK imediatamente antes e apos a

administracdo da primeira dose, apos a quinta dose e apds a décima dose de lidocaina.

Objetivo da Pesquisa:

O objetivo geral € avaliar a relagdo dos niveis séricos de citocinas pro-inflamataérias e de citocinas
antiinflamatdrias, bem como da quantidade de linfocitos TCD4 linfocitos TCD8 e células natural killer (NK) no
sangue periférico com o efeito analgésico da lidocaina intravenosa em pacientes com dor crénica. Os
objetivos especificos sdo:

a) Avaliar a efetividade do tratamento com lidocaina intravenosa de pacientes com dor crdnica;
b)Determinar o nivel sérico das citocinas préinflamatorias IL-13, IL-6, TNF-alfa e IFN-gama associado ao
tratamento com lidocaina intravenosa de pacientes com dor
cronica;

c) Determinar o nivel sérico das citocinas anti-inflamatodrias IL-4 e IL-10 associado ao tratamento com
lidocaina intravenosa de pacientes com dor crénica;
d)Determinar a quantidade sanguinea de linfocitos T CD4, linfocito T CD8 e células NK, associadas ao

tratamento com lidocaina intravenosa de pacientes com dor crdnica.

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

Para a realizacdo do estudo serdo coletado 30 ml de sangue dos pacientes incluidos no estudo antes e
apos a primeira, a quinta e a décima sessdes de aplicacdo intravenosa de lidocaina. Os riscos associados a
coleta de sangue sdo: hematoma e dor no local da puncdo. Com relagdo a administragdo da lidocaina por
via intravenosa, as reacdes mais comuns sdo: hipotenséo, edema, eritema no local da aplicacdo, imtacdo da
pele, constipacdo, nausea, vimito, sonoléncia, cefaléia,confusdo mental, parestesia, tremor, alteracdes do

ritmo cardiaco, reagdes alérgicas. Pode-se

Endereco: Rua Augusto Viana, s/n® - 1* Andar

Bairro: Canela CEP: 40.110-060
UF: BA Municipio: SALVADOR
Telefone: (71)3283-8043 Fax: (71)3283-8140 E-mail: cep.hupes@gmail com
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HOSPITAL UNIVERSITARIO
PROF. EDGARD SANTOS- Q“Rw“m mo
UFBA - HUPES

Continuagdo do Parecer: 353.779

experimentar efeitos que ndo sido conhecidos até o

momento ou que ndo foram relatados. Considerando esses possiveis efeitos da lidocaina, durante a

administragdo da lidocaina serdo monitorados a pressdo arterial, freqiéncia cardiaca e eletrocardiograma.

O tratamento da dor crdnica € o beneficio para o participante da pesquisa.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
A realizacdo dessa pesquisa & de grande relevancia clinica pois podera contribuir para esclarecer os
mecanismos de alivio da dor crdnica obtida com o uso da lidocaina intravenosa o que podera indicar novas

estratégias terapéuticas.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagdo obrigatoria:
De acordo.

Recomendagdes:
Vide conclusdes.

Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequagodes:
O cronograma foi adequado e o projeto esta de acordo com os requisitos exigidos pela Resolugdo 466/12

que substituiu a 196/96 do Conselho Nacional de Saude.

Situagio do Parecer:

Aprovado
Mecessita Apreciagio da CONEP:

Nao

Consideragées Finais a critério do CEP:

O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu consentimento em
qualquer fase da pesquisa, sem penalizac&o alguma e sem prejuizo ao seu cuidado (Resolucdo 466/12 que
substituiu a 196/96 do Conselho Nacional de Saude) e deve receber uma copia do Termo de Consentimento

Livre e Esclarecido, na integra, por ele assinado (ltem IV.2.d).

O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e descontinuar o
estudo somente apds analise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o aprovou (Res. CNS Item
111.3.2), aguardando seu parecer, exceto quando perceber risco ou dano ndo previsto ao sujeito participante
ou quando constatar a superioridade de regime oferecido a um dos grupos da pesquisa (ltem V.3) que

requeiram acao imediata.

Enderego: Rua Augusto Viana, s/n® - 1° Andar

Bairro: Canela CEP: 40.110-080
UF: BA Municipio: SALVADOR
Telefone: (71)3283-8043 Fax: (71)3283-8140 E-mail: cep hupes@gmail.com
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HOSPITAL UNIVERSITARIO
PROF. EDGARD SANTOS- QQW“M mo
UFBA - HUPES

Confinuagdo do Parecer: 353.779

O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso normal do
estudo (Res. CNS Item V.4). E papel do pesquisador assegurar medidas imediatas adequadas frente a
evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro centro) e enviar notificacdo ao CEP e a

Agéncia Nacional de Vigildncia Sanitaria ; ANVISA ; junto com seu posicionamento.

Eventuais modificacdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma clara e sucinta,
identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas.

Relatorios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, inicialmente em ! / e ao
término do estudo.

Situagao: Projeto Aprovado.

SALVADOR, 08 de Agosto de 2013

Assinador por:
Roberto José da Silva Badaro

(Coordenador)
Endereco: Rua Augusto Viana, s/n® - 1° Andar
Bairro: Canela CEP: 40.110-060
UF: BA Municipio: SALVADOR
Telefone:  (71)3283-8043 Fax: (71)3283-8140 E-mail: cep.hupes@gmail.com
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ANEXO C - Escala Visual Analdgica de Dor

ESCALA ANALOGA-VISUAL DE DOR
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ANEXO D - Questionario para diagnoéstico de dor neuropatica (DN4)

Questionario Para diagnostico De Dor Neuropatica — DN4

QUESTIONARIO PARA DIAGNOSTICO DE DOR NEUROPATICA - DN4

Por favor, nas quatro perguntas abaixo, complete o questiondrio marcando uma resposta
para cada nimero:

ENTREVISTA DO PACIENTE

Questdo |: A sua dor tem uma ou mais das seguintes caracteristicas?

Sim Nio

1- Queimacao
2- Sensacdo de frio dolorosa
3- Choque elétrico

Questao 2: Ha presenca de um ou mais dos seguintes sintomas na mesma drea da sua
dor?

Sim Nio

4- Formigamento

5- Alfinetada e agulhada
6- Adormecimento

7- Coceira

EXAME DO PACIENTE

Questdo 3: A dor estd localizada numa drea onde o exame fisico pode revelar uma ou
mais das seguintes caracteristicas?

Sim Niao

8- Hipoestesia ao toque
9- Hipoestesia a picada de agulha

Questdo 4: Na drea dolorosa a dor pode ser causada ou aumentada por:

10- Escovagiio Sim Nio

ESCORE

0 — Para cada item negativo | — Para cada item positivo
Dor Neuropitica: Escore total a partir de 4/10.

( ) Dor Nociceptiva ( ) Dor Neuropitica



