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RESUMO

A fibromialgia (FM) é uma entidade clinica muito heterogénea. Os pacientes se
diferenciam nos sintomas clinicos e nos parametros endocrinos e imunologicos. No
presente estudo, nos propusemos avaliar alteracdes enddcrinas e imunolédgicas em
grupos de pacientes com fibromialgia subdivididos segundo o gendtipo do
polimorfismo da regido promotora do gene do transportador de serotonina
denominado 5HTTLPR. Participaram deste estudo dezoito pacientes selecionados
de acordo com os critérios diagnosticos do Colégio Americano de Reumatologia e
dezessete individuos saudaveis da mesma faixa etaria. Os pacientes fibromialgicos
foram alocados no grupo L quando expressavam apenas o alelo longo e no grupo S
guando contiam pelo menos um alelo curto. Estes dezoito pacientes e os individuos
do grupo controle foram submetidos a avaliacdo do nivel salivar de cortisol,
porcentagem de subpopula¢Bes de leucdcitos, incluindo mondcitos, neutrofilos e
linfécitos B e T além de avaliacdo neuropsicologica. Os pacientes do grupo L
apresentaram reducdo dos niveis de cortisol, aumento na porcentagem de
mondcitos “macrofagos like” CD16" e maior expressdo de CD86" mondcitos CD14".
Com relacdo a analise de linfocitos, foi observada maior expressédo de CD80 e CD86
em linfécitos B CD19", aumento na porcentagem de linfécitos B CD19°CD86" e
maior expressdo de CD28 em linfocitos T CD4*. Ambos 0s grupos apresentaram
aumento na porcentagem de neutrofilos CD23" assim como elevados escores de
neuroticismo e impulsividade. Foi encontrado ainda, uma forte correlacdo negativa
entre IMF de linfécitos B CD19°CD80" e Abertura a Experiéncia (OT) do questionario
NEO-PI-R e uma forte correlagdo positiva entre neuroticismo e mondcitos
CD14'CD86". Deste modo, nés pudemos observar que a estratégia de subdivisdo
segundo o gendtipo do 5HTTLPR pode ser uma importante ferramenta de
categorizagcdo dos pacientes, diferenciando-os em dois grupos com alteracdes
enddcrinas e imunolégicas distintas, conferindo um carater mais inflamatério aos
pacientes do grupo L além de demonstramos associa¢des entre fatores psicoldgicos

e 0 sistema imunologico.



ABSTRACT

The fibromyalgia (FM) is a very heterogeneous entity. Patients differ in their clinical
symptoms, endocrine and immune parameters. In this study we propose to evaluate
endocrine and immune feature in groups of fibromyalgics patients subdivided
according to the genotype of the polymorphic promoter region of the serotonin
transporter, named 5-HTTLPR. The study included eighteen patients selected
according to the diagnostic criteria of the American College of Rheumatology and
seventeen healthy subjects of similar age. The fibromyalgia patients were allocated
to L group when expressed only the long allele and S when the group contains at
least one short allele. These eighteen patients and control subjects underwent
assessment of the level of salivary cortisol, the percentage of leukocyte
subpopulations, including monocytes, neutrophils and B and T lymphocytes and
neuropsychological assessment. Patients in L group presented reduced levels of
cortisol, increased of the percentage of monocytes "macrophage like" CD16 and
higher expression of CD86"'CD14" monocytes. About to analysis of lymphocytes, was
observed higher expression of CD80 and CD86 on CD19" B lymphocytes, increased
in the percentage of B lymphocytes CD19°CD86" and higher expression of CD28 on
CD4" T lymphocytes. Both groups presented increase in the percentage of CD23"
neutrophils as well as higher scores for neuroticism and impulsiveness. It was found
also a strong negative correlation between IMF of CD19°CD80" B lymphocytes and
Openness (OT) of the questionnaire NEO-PI-R and a strong positive correlation
between neuroticism and CD14'CD86" monocytes. Thus, we demonstrated that
strategy of the subdivision 5HTTLPR genotype may be an important tool for
classification of patients, differentiating them in two groups with distinct
immunological and endocrine disorders, giving a character more inflammatory to the
patients in L group and demonstrated associations between psychological factors

and immune system.
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1 INTRODUCAO

1.1 Fibromialgia
A fibromialgia (FM) é uma sindrome clinica caracterizada pela presenca de

dor crdnica generalizada especialmente sobre a regido cervical, trapézios, regiao
lombar, terco proximal dos membros superiores e inferiores e com certa freqiéncia
também nas méos, joelhos e tornozelo (FIG. 1). E frequentemente associada a
outros sintomas, como fadiga, cefaléia, rigidez matinal, distarbios do sono, queixas
autonémicas, como sindrome de bexiga e intestino irritavel, ansiedade, depressao e
alteracdes cognitivas (WOLFE et al., 1990).

FIGURA 1. “Tender points” - Representa de forma esquematica os 18 pontos
sensiveis estabelecidos para diagnéstico em fibromialgia segundo o Colégio Norte Americano de
Reumatologia.

Fonte: Wolfe et al., 1990.

A fibromialgia tem como uma de suas principais caracteristicas a
heterogeneidade clinica entre os sintomas apresentados pelos pacientes. Devido a
esta heterogeneidade sempre existiu uma grande dificuldade em se diagnosticar os
pacientes como fibromialgicos (WOLFE et al., 1990). A dificuldade de diagndstico é
descrita desde os primeiros relatos na literatura que datam de 1824 e 1841.
Pesquisadores daquela época puderam descrever a presenca de sintomas como:
pontos musculares hipersensiveis a palpacdo e passiveis de desencadear dor



irradiada (BALFOUR, 1824 & VALLEIX, 1841). No do inicio do século XX, Stokman
(1904) detectou nesses pacientes areas musculares especificas e sensiveis a digito-
presséao, realizou bidpsias dessas regifes e encontrou um processo inflamatorio do
tecido conectivo. A partir dai, a fibromialgia comecou a ser considerada como uma
patologia reumatica ndo-articular, ou reumatismo muscular. Esta condi¢cdo foi
inicialmente denominada fibrosite, devido a presenca da inflamagdo aguda ou
cronica das estruturas fibrosas da fascia corporal, aponeuroses, camadas
intermuscular, ligamentos, tenddes, bainhas e tecidos subcutaneos.

A designacao fibrosite, no entanto, era usada para uma ampla variedade de
condicdes clinicas que envolvessem as partes moles (dor ciatica, lombalgias, neurite
braquial) o que resultava em diagnosticos abrangentes, porém imprecisos
(STOKMAN, 1904). Um maior interesse no estudo da patologia surgiu pelo alto
indice de acometimento entre os trabalhadores, resultando em perda econdmica
principalmente para industrias (EDGECOMBE, 1925). Como a fibrosite englobava
uma variedade de patologias, Smythe & Moldosfsky (1977), restringiram o uso da
palavra fibrosite a sintomatologia de pacientes que apresentavam dores
musculoesqueléticas difusas acompanhadas de pontos dolorosos a digito-pressao,
fadiga e distirbios do sono. Dentro desta nova classificacdo, os pacientes néo
apresentavam presenca de inflamacgé&o tecidual e foi neste sentido que Yunus (1981)
propds a substituicdo do termo fibrosite para fibromialgia, relevando a importancia do
processo algico e nao do inflamatério.

Em 1990, o Colégio Americano de Reumatologia, tentando estabelecer uma
padronizacdo da técnica de diagndstico, criou os critérios adotados atualmente
(WOLFE et al., 1990). Esses critérios para o diagnostico da sindrome consistem na
combinacdo de pelo menos trés meses de dor ampla pelo corpo (definida como
bilateral, acima e abaixo da linha da cintura pélvica, envolvendo também o esqueleto
axial) e pela presenca de pelo menos 11 dos 18 pontos dolorosos estabelecidos
durante a palpacdo digital realizada com uma pressdo aproximada de 4 kg/cm?
(TAB.1), os 18 pontos sensiveis devem ser testados bilateralmente (WOLFE et al.,
1990). Esses critérios apresentam sensibilidade de 90% e especificidade de 78% no
diagnéstico da fibromialgia (GRACELY et al., 2003).



TABELA 1

Critérios do Colégio Norte Americano de Reumatologia para o diagnostico de

fibromialgia.

1- Histdria de dor ampla

Definicdo. A dor € considerada ampla quando todos o0s seguintes estao
presentes: dor a esquerda e a direita do corpo, acima e abaixo da cintura e pelo
menos um componente do esqueleto axial.

2- Dorem 11 dos 18 pontos durante a palpacgéo digital com forca de 4 Kg:
Occipital: na insercdo do musculo suboccipital

Cervical baixo: entre C5 e C7

Trapézio: no ponto medial da borda superior

Supra-espinhoso: acima da espinha escapular, proximo a borda medial
Segunda junc¢éo costocondral

Epicondilo lateral

Glateo

Trocanter maior

Regido medial do joelho (abaixo da linha articular)
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Segundo Wolfe et al.,, 1990, a prevaléncia média da FM é 2% para a
populacdo geral, sendo 3,4% mulheres e 0,5% homens. Esses valores possuem
pequenas alteracdes de acordo com o pais estudado. A prevaléncia da populacao
feminina dos Estados Unidos da América € de 5% (LAWRENCE et al., 2008) e na
Europa é de 4,7% (BRANCO et al., 2009). Valores mais elevados sdo encontrados
entre as norueguesas (10,5%) (FORSETH et al., 1992) e aleméas (11,5%)
(SCHOCHAT et al., 2003). No Brasil, a prevaléncia dessa doenca € de 2,5% da
populacdo adulta, o0 que a coloca entre as doengas reumaticas como a segunda
mais prevalente, ficando atrds somente da artrite reumatoide (SENNA et al., 2004).
Em sua maioria a FM atinge mulheres (7:1) de meia idade e melhor nivel
educacional e financeiro (WOLFE et al., 1990), mas tem sido também encontrada
em jovens com idade abaixo de 35 anos (GUR et al., 2004).

A etiopatologia da fibromialgia ainda ndo estd completamente elucidada,
contudo, alguns fatores parecem estar envolvidos. Pesquisas tém apontado o
envolvimento de fatores genéticos, endocrinos, imunoldgicos, neurologicos e
comportamentais na fisiopatologia desta sindrome (BONDY et al., 1999; CARVALHO
et al., 2008; GUR et al., 2004; WALLACE et al., 2001; YUNUS et al., 1999; MAZZA

et al, 2009). Alguns estudos ja atestaram altera¢ces no sistema imune, desregulacao



do eixo hipotadlamo-pituitaria-adrenal (HPA) e do sistema nervoso simpatico
(MACEDO et al., 2007; TORPY et al., 2000; CARVALHO et al., 2009; GUR et al.,
2004; ALVAREZ et al, 2009; ORTEGA et al., 2009). Também ja foram
demonstradas alteracées nos niveis plasmaticos de citocinas, numero de leucdcitos,
concentragdo plasmética de auto-anticorpos e moléculas de adesdo nos
fibromialgicos (CARVALHO et al., 2008; WALLACE et al., 2001; KASHIPAZ et al.,
2003). Os resultados dessas pesquisas, no entanto, muitas vezes sao contraditorios.

Apesar das discordancias existentes na literatura acerca do desenvolvimento
da fibromialgia, parece ndo haver dividas de que ela esta associada a disturbios no
sistema de resposta ao estresse, 0s quais, por sua vez, culminam em alteragoes
mensuraveis laboratorialmente, tanto endocrinas como imunologicas. Diante desse
pressuposto, a fibromialgia tem sido estudada, principalmente, através de

abordagens que contemplam discussdes no campo da psiconeuroimunologia.

1.2 Psiconeuroimunologia
A psiconeuroimunologia € uma ciéncia relativamente nova, dado que as

pesquisas nesta area iniciaram-se em 1940 e apenas na década de 90 houve um
aumento significativo de publicacées (KIECOLT-GLASER, et al., 2002). E definida
como o estudo da comunicacgao entre o sistema nervoso, imunolégico e enddécrino, o
qual analisa mecanismos sistémicos e psicopatologicos a partir de uma abordagem
integrada dos efeitos combinados destes trés sistemas. (SWITANKOWSKY, 2000).
As primeiras observacdes da possibilidade de comunicagéo entre os sistemas
supracitados advém da curiosidade de se estabelecer respostas para algumas
guestdes. Uma delas seria como explicar a influéncia de processos mentais sobre as
reacbes corporais, sendo que existem demonstracdes de que varios estados
psicologicos, estresse cronico e comportamento induzem alteracbes no sistema
imunologico (revisado por BLUME, DOUGLAS and EVANS, 2011). Da mesma
maneira, através desta comunicacdo bidirecional entre o sistema nervoso e imune
outra questdo emergente é a de como o sistema imunolégico pode ser capaz de
induzir alteragbes profundas no afeto e comportamento. (DANTZER, 2006; KERN
and ZIEMSSEN, 2008). Com isto, varias pesquisas tem sido realizadas objetivando-
se buscar comprovacgdes cientificas para observacfes feitas na clinica, nas quais
evidenciam-se conexdes diretas entre o sistema nervoso, enddécrino e imunoldgico
(O'CONNELL et al., 2006; RAINER et al., 1999; TARCIC et al., 1998; MARCHAND et



al., 2005; DE JONGH et al., 2003, STERNBERG et al., 2006; MAES et al, 1999, KIM
et al, 2002).

O circuito neuro-imuno-endocrino melhor caracterizado é o eixo responsavel
pela comunicagao entre o hipotalamo, a pituitaria e a adrenal (eixo HPA). Ele é de
extrema importancia quando um organismo é exposto a um agente estressor, seja
psicoldgico, quimico ou fisico. Quando isto ocorre, varios mecanismos séo ativados
para restabelecer a homeostase. O estresse, entretanto, resulta da hiper-ativacao
das células do nucleo paraventricular (PVN) do hipotalamo. Quando esta regido
cerebral é estimulada, ela libera o hormonio liberador de corticotropina (CRH) e a
arginina vasopressina (AVP). Ambos alcancam a glandula pituitaria anterior através
do sistema porta-hipofisario, estimulando a liberacio do hormdnio
adrenocorticotrofico (ACTH) na circulacéo sistémica. Ao nivel da glandula adrenal, o
ACTH estimula as células produtoras de glicocorticéides a liberarem o cortisol
(humanos) e corticosterona (roedores) no sangue (PALKOVITS, 1987). Esses
horménios, os corticosteroides, exercem numerosas acdes nos 6rgaos periféricos
assim como no sistema nervoso central (SNC).

Nos Orgaos periféricos, 0s corticosterdides estdo envolvidos com a
mobilizacdo de energia (gliconeogénese), crescimento 0sseo e muscular,
crescimento das células epiteliais, producdo de células eritroides, além de efeito
modulador sobre o sistema imunolégico (MCEWEN and STELLAR, 1993; TRONCHE
et al., 1998). Por outro lado, citocinas produzidas por células imunes ativadas, como
IL-1B, TNFa e IL-6 se ligam a neurdnios do nucleo paraventricular do hipotalamo,
ativando o eixo HPA e culminando com a liberacdo de cortisol pela adrenal
(BESEDOVSKY and DEL REY, 2000; DEL REY and BESEDOVSKY, 2000;
MARCHAND et al., 2005; DE JONGH et al., 2003, STERNBERG et al., 2006).

Outro circuito importante na comunicagcdo entre o0 sistema imune e
neuroenddcrino € o sistema serotoninérgico. Uma evidéncia disso pode ser extraida
de observacbes de pacientes que possuem distarbios neuropsiquiatricos como
depressdo maior, esquizofrenia e transtorno bipolar e que também possuem
respostas inflamatorias exacerbadas. Entretanto, ainda ndo se sabe dentro destas
situacdes, o que é causa e 0 que € efeito, ou seja, se 0 aumento da resposta
inflamatoria leva a distdrbios neurologicos ou se distlrbios neurolégicos levam a

alteracdes imunologicas. O que se sabe até o momento € que essa interacao é



verdadeira e ocorre constantemente em nosso organismo (MAES et al, 1999, KIM et
al, 2002).

O’Connell et al. (2006) estudaram a funcdo da serotonina (5-HT) na
comunicacdo entre as células T e células dendriticas na sinapse imunoldgica. As
células dendriticas captam a serotonina do microambiente ou das células T através
do transportador da serotonina (5-HTT) na sua membrana celular e a sua recaptacéo
€ inibida com o uso de fluoxetina. As células dendriticas, por sua vez, armazenam a
serotonina em vesiculas, que quando exocitadas produzem efeito modulatério sobre
a ativagcdo das células T. Percebeu-se desta maneira que algumas substancias que
fazem parte do funcionamento do sistema nervoso podem também ser utilizadas
para a regulacéo do funcionamento do sistema imunoldgico.

Efeito ndo menos interessante é observado com a utlizacdo de
antidepressivos. Eles causam diminuicdo da liberacdo de citocinas pro-inflamatorias
por parte de mondécitos e macrofagos ativados, além de aumentar a producdo de
citocinas antiinflamatérias (MAES et al, 1999, KIM et al, 2002). A fluoxetina, por
exemplo, um inibidor seletivo de recaptacdo de serotonina, foi estudado no modelo
da inflamacgé&o induzida por carragenina, produzindo uma diminui¢ao significativa do
edema em pata de ratos (ABDEL-SALAM et al., 2004). Em outro estudo, a
administracdo de fluoxetina reduziu o edema em patas de ratos e tal efeito foi
bloqueado por adrenalectomia e hipofisectomia, sugerindo, mais uma vez, haver
uma conexao entre o eixo HPA e o sistema serotoninérgico e demonstrando uma
interacao entre os sistemas neuroendodcrino e imunolégico (BIANCHI et al, 1994).

A conexdo entre o eixo HPA e o sistema serotoninérgico pode ser
evidenciada também nos trabalhos que demonstram, em neurdnios serotoninérgicos,
tanto o MRNA quanto a proteina do receptor de glicocorticoide. Esses trabalhos
sugerem, para os glicocorticéides circulantes, um papel regulador da expresséo
génica nos neurdnios 5-HT dos nudcleos dorsais da rafe (HARFSTRAND et al.,1986;
FUXE et al., 1987; MORIMOTO et al., 1996).

Véarias patologias estdo sendo recentemente abordadas no campo da
psiconeuroimunologia. Como exemplo tem-se transtorno do estresse pds-traumatico
(PACE and HEIM, 2011), autismo (PATTERSON , 2008) e modelo experimental da
doenca de Parkinson (ENGLER et al., 2009). A abordagem destas doencas na
interface neuro-imuno-enddcrina teve inicio atraves da verificacdo de alteracbes no

sistema imunolégico destes pacientes. No entanto, o significado das associacdes



gue ocorrem entre 0s sistemas nestas patologias ainda néo esta claro, mas eles
sugerem que a condicdo do sistema imunologico seja altamente relevante para
esses transtornos mentais. Por outro lado, algumas doencas inflamatorias cronicas
parecem ter como uma das causas distUrbios neuroendoécrinos. Como exemplo
dessas tem-se a esclerose multipla (MOHR et al., 2004), artrite reumatoide
(STRAUB et al., 2002; ZAUTRA et al., 2004), artrite experimental (DEL REY et al.,
2008) e a fibromialgia (CARVALHO et al., 2008).

1.3 Fibromialgia e psiconeuroimunologia:
Véarios estudos tém demonstrado que a fibromialgia estd associada a

alteracbes neuroendocrinas, imunologicas, além de diversos disturbios
comportamentais (BONDY et al., 1999; CARVALHO et al., 2008; GUR et al., 2004;
WALLACE et al., 2001; YUNUS et al., 1999; MAZZA et al, 2009). Sao evidenciadas
altas taxas de depressdo, ansiedade e angustia nos portadores de fibromialgia
(CARVALHO et al., 2008; LANDIS et al, 2004; OFFENBAECHER et al. 1998;
WOLFE E HAWLEY, 1998). Além destes, também podem ser observados disturbios
de personalidade e transtorno bipolar nas pacientes (MAZZA et al., 2009; WILKE,
GOTA E MUZINA, 2010).

Dados emergentes sugerem que 0S pacientes apresentam aumento de
ativacdo das vias de processamento de dor central. Esta hipotese é baseada
principalmente em analises de neuroimagem demonstrando que pacientes
fibromiélgicos apresentam ativacdo neuronal aumentada tanto a estimulos inGcuos
quanto a estimulos dolorosos (GRACELY, 2003; COOK, 2004). Alteracdes nos
niveis de neurotransmissores como endorfinas (VAEROQY, et al., 1991), substancia
P, serotonina, noradrenalina, glutamato, dopamina (HOUVENAGEL et al., 1990;
PERES, 2004; RUSSELL et al., 1992) e de NGF (GIOVENGO et al.,1999) tém sido
demonstradas em pacientes com fibromialgia, sugerindo um comprometimento dos
sistema nervoso central e periférico.

No que se refere as alteracBes endocrinas sdo evidenciadas alteracdes
relacionadas principalmente ao eixo HPA (ALVAREZ et al, 2009; CARVALHO et al.,
2008; CHROUSOS and GOLD, 1992; GUR et al., 2004; MACEDO et al., 2008;
TORPY et al., 2000; WINGENFELD et al., 2008) e pesquisas vém atribuindo a

agentes estressores fisicos e psicolégicos a responsabilidade pelo inicio das



manifestacdes clinicas presentes nesta sindrome (DESSEIN et al., 1997; CLAUW
and CHROUSOS, 1997).

Varios testes tem sido utilizados para se avaliar a alca de feedback do eixo
HPA em pacientes com diagnostico de fibromialgia (ALVAREZ et al, 2009;
CARVALHO et al., 2008; GUR et al., 2004; MACEDO et al., 2008; TORPY et al.,
2000; WINGENFELD et al 2008), como medidas dos niveis basais de CRH, ACTH
ou cortisol ou ainda analise da resposta do eixo apoés diferentes estimulos. Estudos
na literatura demonstram que pacientes fibromialgicas apresentam uma hipo-
atividade do eixo HPA, quando este é desafiado através de injecdo de ACTH,
inducdo de hipoglicemia ou submissdo do paciente a tarefas psicossociais
estressantes (KIRNAP et al., 2001). Em outro estudo, 0s autores se propuseram a
avaliar a resposta do eixo HPA apds administracdo de IL-6 em pacientes com
fiboromialgia e observaram que os fibromiélgicos tiveram um atraso no pico de
resposta de ACTH em relac&o ao grupo controle (TORPY et al., 2000).

A tentativa de se analisar a atividade do eixo HPA através da medida do
cortisol salivar ou plasmatico, tem levado a resultados bastante contraditorios
(KIRNAP et al., 2001;TORPY et al.,, 2000; WINGENFELD et al., 2008). Alguns
estudos evidenciaram, em pacientes fibromialgicos, um quadro de hipocortisolemia
(CARVALHO et al., 2008; GUR et al., 2004; MACEDO et al., 2008), enquanto outros
sugerem nao haver diferencas significativas entre portadores dessa sindrome e
controles saudaveis (KLERMAN et al., 2001). Ha ainda estudos que demonstram até
mesmo elevagdo, tanto nos niveis de cortisol quanto de ACTH em pacientes
fibromialgicos quando comparados a grupos controles (McLEAN et al.,, 2005;
RIEDEL, LAYKA and NEECK 1998).

Com relacdo as analises de parametros imunolégicos em pacientes
fibromiélgicos, o que se observa na literatura é também a presenca de uma
discrepancia muito grande nos achados (KAUFMANN et al., 2008; MACEDO et al.,
2007; ORTEGA et al., 2009; PAMUK et al., 2007; NISHIKAI, et al 200; HERNANZ et
al., 1994; RUSSEL et al. 1999). Estudos do fenotipo de populagbes e sub-
populacbes de leucdcitos sanguineos em pacientes com fibromialgia através de
citomeria de fluxo relatam uma diminuicdo de linfécitos B em pacientes portadores
desta sindrome (WALLACE, et al., 1989; WALLACE, et al., 1988), no entanto, a
maioria dos estudos ndo encontrou alteracdo significativa na porcentagem de
linféctos T ou B totais em pacientes fibromialgicos (HADER, et al., 1991; HERNANZ,



et al., 1994; KAUFMANN, et al., 2008; LANDIS, et al., 2004; SAMBORSKI, et al.,
1996) a néo ser no trabalho de Carvalho, et al. (2008) com aumento de linfécitos B
totais. Existe também muita controvérsia no que diz respeito as analises das duas
grandes populacbes de linfécitos T circulantes. Wallace et al. (1989 e 1988)
relataram aumento significativo de linfocitos CD8" e reducdo de células CD4", com
consequente diminuicdo da razdo CD4/CD8 (WALLACE, et al., 1989; WALLACE, et
al., 1988), enquanto a maioria dos trabalhos ndo encontraram alteracdo destes
subtipos celulares nem da razdo CD4/CD8 (HADER, et al., 1991; HERNANZ, et al.,
1994; SAMBORSKI, et al., 1996). Mais recentemente, Kaufmann et al (2007)
encontraram reducdo significativa de linfécitos T citotdxicos CD8" em pacientes
fibromiélgicos (KAUFMANN, et al., 2008).

Tem sido estudada a ativacdo de linfécitos em pacientes portadores de
fibromialgia, e com marcadores de linfocitos recém ativados (CD25 e CD69) e de
ativacdo tardia (HLA-DR) Hernaz et al. (1994) encontraram uma diminuicdo das
subpopulacées CD3'CD25" e CD3"CD69" nos fibromialgicos quando comparados
com individuos controles. Em outro estudo com a utlizacdo dos mesmos
marcadores de ativacdo linfocitaria, ndo foram encontradas alteracbes nos
fibromialgicos avaliados (LANDIS et al., 2004). Russel et al. (1999) observaram
aumento de linfécitos T CD3"CD25". J4 em relacdo a ativacdo tardia, autores
relatam ndo haver alteragdes na porcentagem de linfécitos CD3"HLA-DR" entre
fibromiélgicos e individuos do grupo controle (HERNANZ, et al., 1994; SAMBORSKI,
et al., 1996).

A porcentagem de células Natural Killer (NK) de pacientes fibromialgicos foi
avaliada por apenas dois grupos de pesquisadores. Enquanto um estudo relatou
diminuicio significativa de células NK CD16°CD3 e CD56'CD3" nesses pacientes
(LANDIS, et al., 2004), o outro ndo observou alteracdes significativas neste subtipo
celular (HERNANZ, et al., 1994).

Um achado interessante € que a associacdo dessa sindrome com
concentracfes séricas elevadas de autoanticorpos tem sido relatada por diversos
pesquisadores sugerindo que a fibromialgia seja uma doenca de carater auto-imune.
Concentracdes séricas elevadas de fator anti-nuclear (FAN) foram relatadas em
cerca de 12 a 30% dos pacientes (DINERMAN, et al., 1986; NISHIKAI, et al., 2001,
SMART, et al., 1997; YUNUS, et al., 1993). Elevacdo nos niveis de anticorpos anti-

tireoidianos também foi observada e descrita em estudos mais recentes sobre
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fibromialgia (BAZZICHI, et al.,, 2007; PAMUK and CAKIR, 2007; RIBEIRO and
PROIETTI, 2004). Mais recentemente, Carvalho et al. (2008) observaram aumento
de linfécitos B1 CD19*CD5", e diminuicdo de linfécitos T regulatérios CD4*CD25"9",
o0 que reforca a hipdtese da associacdo da fibromialgia com mecanismos auto-
imunes.

Estudos demonstram ainda alteragc6es nos niveis de citocinas as quais poderiam
estar envolvidas no processo algico das fibromialgicas (MACEDO et al., 2003;
ORTEGA et al., 2009; WANG et al., 2009), no entanto, assim como ocorrem
contradicbes nos resultados de avaliagbes das medidas referentes aos outros
parametros imunologicos e enddcrinos ja descritos, os estudos acerca dos niveis de
interleucinas em fibromiélgicas também séo contraditérios, (KASHIPAZ et al., 2003,
MACEDO et al.,, 2007; ORTEGA et al., 2009; WANG et al., 2009). Ortega et al.
(2009) avaliaram os niveis de marcadores inflamatérios circulantes (IL-1B, IL-2,
IFNy, TNFa, IL-8, IL-6, IL-4, IL-10 e CRP) em pacientes FM em comparagao com 0sS
individuos do grupo controle. Pacientes FM apresentaram niveis circulantes
elevados apenas de IL-8, IFNy e CRP. Em concordancia com o autor supracitado,
Wang et al. (2009) observaram niveis significativamente aumentados de IL-8 em
pacientes fibromialgicos quando esses sdo comparados com controles saudaveis.
Zhang et al. (2008) verificaram aumento de eotaxina e proteina quimiotatica de
monocito — 1 (MCP-1) em fibromialgicos quando comparados aos individuos
saudaveis suportando a hipotese de que a fibromialgia possa ser uma patologia
relacionada a um aumento de citocinas inflamatérias. Ja em estudo feito por Ulceyler
et al. (2006) foram observadas diminuicdo tanto do mMRNA quanto da proteina de
citocinas anti-inflamatoérias como IL-10 e IL-4 em fibromiélgicos. E em Carvalho et al.
(2008b) foram evidenciados aumento nos niveis de IL-6 sérica em fibromialgicas.

Kashipaz et al. (2003) estudaram células polimorfonucleares CD14" e CD14
em cultura, estimuladas ou ndo com INFy, e ndo observaram alteracoes
significativas nos niveis de IL-1q, IL-6, TNFa e IL-10 produzidas por pacientes com
fiboromialgia e sindrome da fadiga cronica, quando comparadas com controles
saudaveis. Mais recentemente, Macedo et al. (2007) quantificaram os niveis das
citocinas IL-1a, IL-1(3, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IFN-y, TNF-a, e fator de
crescimento endotelial e vascular (VEGF) em culturas de células mononucleares do
sangue periférico de pacientes FM e encontraram a associacao da fibromialgia com

niveis séricos elevados apenas de IL-2. Quando esses mesmos pacientes
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receberam dexametasona (DEX), os niveis de IL-2 tiveram uma queda mais
pronunciada no grupo de pacientes do que os individuos do grupo controle.

Como pode ser observado pelo que foi aqui relatado, é certo que pacientes
fibromialgicas apresentam alteracbes neuroenddcrinas e imunoldgicas, no entanto
os distarbios observados nesses parametros sao extremamente variaveis e até
mesmo contraditorios, o que torna seu estudo bastante complexo. Alguns autores
sugerem que, diante dessa complexidade, a fiboromialgia deveria ser estudada como
“sindrome”, como um quadro multi-fatorial, resultante da interacdo de varios fatores
etiologicos. De fato, estudos na literatura sugerem ser a fibromialgia associada a
infecges virais, violéncias e abusos infantis e também a fatores genéticos, uma vez
gue tem sido demonstrado alta prevaléncia de FM entre os membros de uma mesma
familia (BUSKILA et al., 1996). A partir desse pressuposto, o estudo da associagdo
de polimorfismos genéticos com o desenvolvimento da fibromialgia torna-se bastante
relevante, (BONDY et al., 1999; BUSKILA et al., 2007; OFFENBAECHER et al.,
1999).

1.4 Fibromialgia e o gene do transportador de serot  onina
A associacdo da fibromialgia com polimorfismos em genes envolvidos na

regulacdo dos sistemas serotoninérgico, dopaminérgico, catecolaminérgico e
opioidérgico tem sido relatada na literatura (BAZZICHI et al., 2007; CARVALHO et
al., 200; FILLINGIM et al., 2005; FINAN et al., 2010; GURSOQOY, 2001; GURSOY et
al.,, 2008; OFFENBACHER et al., 1999; TANDER, 2008). Esses polimorfismos
possivelmente afetam o metabolismo ou o transporte de monoaminas, as quais
possuem importancia fundamental no mecanismo sensorial e no sistema de resposta
ao estresse. (BONDY et al., 1999; BUSKILA et al., 2007; OFFENBAECHER et al.,
1999).

O sistema serotoninérgico merece atencdo especial na fibromialgia, pois
possui importante papel na modulacéo do sono, da dor e do eixo HPA (BIRDSALL,
1998; KLAASSEN et al., 2002; OFFENBACHER et al.,1999; WETZLER et al., 1996).
Além disso, algumas pacientes fibromialgicas apresentam alteragcbes nos niveis
séricos de serotonina, além de ocorrer melhora de sintomas com o uso de inibidores
da recaptacao da serotonina (BONDY et al.,1999; CORDERO et al., 2010; MAZZA et
al., 2009).
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No sistema nervoso central, a serotonina é produzida principalmente no
nacleo dorsal da rafe (LOZEVA-THOMAS, 2004). Apés o metabolismo, a serotonina
fica armazenada em vesiculas nos terminais sinapticos e durante o estimulo
nervoso, € liberada na fenda sinaptica se ligando aos receptores poés-sinapticos.
Apés a interacdo, o neurotransmissor sofre degradacao pela monoaminoxidase ou é
recaptado pelo transportador de serotonina (SERT ou 5-HTT) (BIRDSALL, 1998).

O transportador da serotonina é codificado por um unico gene (SLC6A4) no
cromossomo 17g12. O polimorfismo da regidao promotora do gene do transportador
da serotonina (SHTTLPR) foi descrito por LESCH, et al. (1996) onde observaram que
a presenca ou auséncia de 44 pares de bases determina a forma longa (L) ou curta
(S) dos alelos (FIG.2).

44-bp deletion or insertion

* Exon |
s — (M) -
| 200 bp
| 5-HTTLPR |
5-HTTP

FIGURA 2. Mapa do promotor do gene do transportador 5-HT humano (5-HTTP) (EMBL-GenBank
namero de acesso X76753). O 5-HTTLPR compreende uma sequéncia repetitiva com a insergcdo ou
delecéo da variacéo indicada pelo box em negro.

Fonte: LESCH, et al. (1996)

Existe uma diferenca funcional entre individuos que apresentam diferencas no
nimero de pares de base nesta regido promotora do gene. E observado que a
presenca do alelo curto (S) torna a atividade basal do transportador cerca de duas
vezes menor que a da variante longa homozigota (L). No entanto, € também
comprovado que individuos com a forma longa homozigota possuem maior atividade
de transcricdo e de traducéo do 5HTT (LESCH, et al., 1996). A anélise do 5SHTTLPR
de 505 individuos foi capaz de demonstrar uma associacao positiva entre o alelo
curto e neuroticismo, o qual € composto principalmente por fatores como depressao
e ansiedade (LESCH, et al 1996).

Da mesma forma, estudos realizados com camundongos knockout (5-HTT +/-)
para o transportador heterozigoto da serotonina demonstraram que eles produzem
cerca de 50% menos mMRNA do transportador da serotonina que o do tipo selvagem
0S quais podem ser comparaveis ao alelo S em humanos que possuem cerca de 30
a 50% de reducdo do mRNA do transportador de serotonina. Foi, contudo,
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observado que, quando estes camundongos knockout foram expostos ao estresse,
possuem diminuigdo da locomogéo e maior restricdo social quando comparados aos
camundongos do tipo selvagem (CASPI et al., 2003). Esta diminuida interacéo social
também se relaciona com o aumento da ansiedade (BARTOLOMUCCI, et al., 2010).

O polimorfismo do gene do transportador da serotonina tem sido estudado em
pacientes com FM por alguns autores (BAZZICHI et al., 2006; CARVALHO et al.,
2008; OFFENBACHER et al.,1999). O estudo desta regido em fibromialgicos torna-
se importante devido a presenca de quadros de depressdo e ansiedade nestes
pacientes (CARVALHO et al., 2008, OFFENBAECHER et al.,, 1998). Estudos
recentes apontam para uma maior frequéncia do gendtipo SS ou LS na populacado
de portadoras de fibromialgia, quando comparada ao grupo controle, além da
associacdo desses gendtipos com maior prevaléncia de depressdo, angustia e
ansiedade (BAZZICHI et al., 2006; CARVALHO et al., 2008; OFFENBACHER et al.,
1999).

Carvalho et al. (2008b), encontraram uma maior frequéncia do alelo curto
entre os fibromialgicos em relacdo ao grupo controle. De acordo com a avaliacéo
psiquiatrica e neuropsicoldgica, o grupo S apresentou maior percentual de individuos
deprimidos que o grupo L (65% versus 29% respectivamente). Com esta divisdo de
grupos também foi possivel caracterizar pacientes com distintos perfis imunolégicos
e enddcrinos sendo o grupo L caracterizado por hipocortisolismo, alteracdo da
imunidade inata com aumento do numero de neutrdfilos circulantes e ainda elevacao
da porcentagem de linfécitos T recém-ativados CD4'CD25°%; e o grupo S por
aumento de linfocitos T cronicamente ativados CD4"HLA-DR", reducdo dos niveis
de células Natural Killer e depressdo (CARVALHO et al., 2008). Finalmente, pode-se
observar pelo que foi aqui relatado, que a fibromialgia € provavelmente influenciada
pela genética do transportador de serotonina, determinando grupos distintos de
pacientes, tanto clinica como laboratorialmente. O presente trabalho pretende dar
continuidade a esses estudos, visando assim contribuir para a compreensdo dessa
sindrome ainda tdo pouco compreendida.

Diante da presenca de evidéncias da comunicagao entre os sistemas neuro-
comportamental, imunologico e enddcrino, (revisado por STERNBERG et al., 2006),
e da tendéncia de estuda-los de maneira independente é que se prop0ds a realizacéo
deste estudo na tentativa de elucidar a interacdo entre tais sistemas na sindrome da

fibromialgia. Acreditamos que a existéncia de uma interagdo complexa entre fatores
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neuroenddcrinos e imunoldgicos possa responder a questdes ainda nao elucidadas
no que se refere & etiopatogenia da fibromialgia além da categorizacdo destes

individuos em grupos mais homogéneos.
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2 JUSTIFICATIVA
A fibromialgia é uma das patologias mais estudadas na clinica reumatolégica,

porém ¢é ainda pouco compreendida. Varios trabalhos a cerca da doenca
demonstraram existir alteragdes imunoldgicas, neuroendocrinas e comportamentais
(BONDY et al., 1999; CARVALHO et al., 2008; GUR et al., 2004; WALLACE et al.,
2001; YUNUS et al., 1999; MAZZA et al, 2009). No entanto, esses trés sistemas
foram, na maioria das vezes, analisados separadamente e os resultados obtidos
foram contraditérios. Diante disso e considerando as evidéncias de associacdo da
fibromialgia com fatores genéticos (BONDY et al.,, 1999; BUSKILA et al., 2007;
OFFENBAECHER et al., 1999), adotamos no presente trabalho a mesma estratégia
metodoldgica que ja vem sendo seguida pelo nosso grupo de pesquisa na tentativa
de diminuir a variabilidade dos resultados. As pacientes fibromiélgicas foram
divididas em grupos, de acordo com o polimorfismo da regido promotora do gene
codificador da proteina transportadora de serotonina (SHTTLPR) para entdo se
proceder a analise de parametros imunoldgicos nos diferentes grupos.

Tal escolha justifica-se pela prevaléncia significativa de depressdo na
populacdo fibromialgica (CARVALHO et al., 2008; LANDIS et al, 2003;
OFFENBAECHER et al. 1998) assim como pelas evidéncias de um envolvimento do
sistema serotoninérgico na fisiopatologia da doenca (ERNBERG et al., 2000;
RIERING et al., 2004; WOLFE et al. 1997). Como ja explicitado, existe uma inter-
relacdo entre o sistema serotoninérgico e o sistema imune (O’'CONNELL et al., 2006)
e 0 neuroendocrino (FUXE et al., 1987; MORIMOTO et al., 1996) Além disso, um
meio razoavel de se avaliar a funcdo serotoninérgica é o estudo do SHTTLPR, pois o
transportador de serotonina desempenha papel impar na regulacdo de sua fungéo
(LESCH, et al., 1996; LESCH, et al., 1993).

Em estudo feito em nosso laboratério por Carvalho et al. (2008); no qual se
realizou a categorizacdo em grupos distintos de fibromialgicos baseados no
S5HTTLPR, foi possivel verificar algumas caracteristicas interessantes uma vez que
parametros imunoldgicos e endocrinos foram avaliados. Tomando-se esses dados,
observou-se que os pacientes do grupo L apresentaram hipocortisolismo, alteracéo
da imunidade inata com aumento de neutrofilos e aumento de linfocitos T recém-
ativados CD4*CD25"". Por outro lado, o grupo S demonstrou aumento de linfécitos
T cronicamente ativados CD4'HLA-DR, reducdo de células Natural Killer e
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depressdo. Nesse mesmo trabalho foi possivel demonstrar a presenca de um perfil
auto-imune, no qual ambos o0s grupos de pacientes apresentaram aumento de
linfocitos B totais (CD19'CD5"), linfécitos B1 (CD19°CD5") e diminui¢éo de linfécitos
T regulatérios CD4*CD25"",

Diante da observacao da presenca de ativacao de linfocitos T (CARVALHO et
al., 2008), julgamos necessario o estudo de moléculas co-estimulatérias CD80 e
CD86 em linfécitos B e mondcitos assim como CD28 em linfocitos T CD4", as
primeiras séo ceélulas apresentadoras de antigeno e seus sinais sdo essenciais para
que ocorra a ativacao dos linfocitos T.

Nos propusemos ainda a avaliar os niveis de “macréfagos like” CD16" e com
alta expressdao de HLA-DR, células normalmente associadas a processos
inflamatorios croénicos, inclusive a doencas auto-imunes, como artrite reumatoéide
(KAWANAKA et al., 2002).

Analisamos também a expressdo de CD23 em neutrofilos, o que se justifica
pela associacdo dessa célula com doencas autoimunes (VELLA, et al., 1999) e
também por ja se ter observado, em pacientes fibromialgicas, aumento do numero
de neutrdfilos circulantes e da expressdo de moléculas de adeséo por essas células
(CARVALHO et al., 2008; KAUFMANN et al., 2008; MACEDO et al., 2007).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral:
- Analisar alguns parametros imunologicos em portadores de fibromialgia

categorizados de acordo com o genétipo do 5-HTTLPR visando levantar evidéncias
adicionais da existéncia de quadros nosoldgicos distintos em fibromialgia.

- Investigar a correlacdo entre os achados imunolégicos e as alteracoes
comportamentais e enddcrinas, com 0 objetivo de levantar dados que contribuam
para a compreensao da participacdo das interagfes psiconeuroimuno-endocrinas no

desenvolvimento da doenga.

3.2 Objetivos especificos:
Em leucdcitos sanguineos de pacientes fibromialgicas, categorizadas de

acordo com o polimorfismo 5—HTTLP, analisar os seguintes parametros:

- Niveis de sub-popula¢des de mondcitos: mondcitos macréfagos-like CD16" e
mondcitos inflamatdrios CD14"HLA-DR™,

- Expressdo de moléculas co-estimuladoras (CD80 e CD86) em mondcitos e
linfécitos B circulantes e ainda de CD28 em linfécitos T.

- Porcentagem de neutréfilos CD23"

- Subitens da personalidade (neurocetismo, extroversédo, abertura, socializagdo e
realizacdo) através da Escala NEO PI-R.

- Impulsividade através da Barratt Impulsiveness Scale versao 11 — BIS 11

- Niveis de cortisol salivar em trés horarios distintos.

- Correlacionar os achados imunoldgicos com o0s parametros comportamentais e

enddcrinos.
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4 METODOLOGIA

4.1 Pacientes e Controles:
Foram convidados a participar deste estudo, 75 pacientes fibromialgicos dos

ambulatérios do Hospital da Baleia e do Instituto de Previdéncia dos Servidores do
Estado de Minas Gerais, Belo Horizonte, MG. O critério diagndstico seguiu as
recomendacdes publicadas pelo Colégio Americano de Reumatologia (TAB. 1)
(Wolfe, et al., 1990).

Dentre os 75 pacientes, foram selecionados 18 para avaliagdo imunoldgica,
enddcrina (dosagem de cortisol salivar) e aplicagdo de questionarios. Foram
selecionados 17 individuos saudaveis, pareados aos fibromialgicos quanto ao
género e idade, para comporem o grupo controle, os quais seguiram a avaliacdo dos
mesmos parametros citados acima. Os fibromiélgicos se abstiveram dos
medicamentos prescritos por pelo menos 15 dias. Para analise estatistica dos
resultados, estes 18 pacientes foram subdivididos em dois grupos, de acordo com o
genadtipo do SHTTLPR: grupo L para os pacientes com genotipo LL e grupo S para
aqueles que apresentavam pelo menos um alelo S, dando um total de 10 pacientes
compondo o grupo S e 08 compondo o grupo L.

Observamos na literatura que alguns trabalhos referem-se a alta prevaléncia
de fibromialgia em pacientes infectados pelo virus hepatite C (GOULDING, et al.,
2001; KOZANOGLU, et al., 2003; PALAZZI, et al., 2008; RIVERA, et al., 1997,
THOMPSON and BARKHUIZEN, 2003). Por se tratar de infeccdo com alta
prevaléncia em nossO meio, rastreamos NOSSOS pacientes através do ensaio
imunoenzimatico de microparticulas (MEIA; AXSYM® HCV version 3.0, Abbott
Laboratories, USA) para evitar viés nas avaliacdes imunoldgicas. Todos os pacientes
foram considerados negativos.

Pacientes e controles leram e assinaram termo de consentimento livre e
esclarecido (anexo 1). Esse projeto foi aprovado pelos Comités de Etica da UFMG
(COEP n° 100/01) e do Instituto de Previdéncia dos Servidores do Estado de Minas
Gerais (COEP n° 201/ 06).

4.2 Avaliacédo psicoldgica e neuropsicologica dos pa cientes
Todos os pacientes e controles foram submetidos a avaliacdo psiquiatrica

utiizando para a entrevista o MINI-PLUS (anexo 2) e os diagnosticos foram
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estabelecidos segundo os critérios do DSM-IV (anexo 3). A avaliacdo foi feita na
admissdo do paciente na pesquisa, portanto o entrevistador desconhecia os
resultados neuroenddcrinos e imunologicos. Para avaliacdo da personalidade e da
impulsividade foram utilizadas a Escala de Impulsividade de Barratt versdo 11(Anexo

C) e o Inventario de Personalidade NEO — revisado (anexo B), respectivamente.

4.2.1 Inventario de Personalidade NEO - Revisada (NEO PI-R)
Originalmente desenvolvido por Costa e McCrae (1984) a escala Neo PI-R é

mundialmente reconhecida como padrdo ouro na avaliacdo dos tipos de
personalidade. E um questionario do tipo auto-preenchido composto por 240
perguntas que abordam os cinco dominios da personalidade (neurocetismo,
extroversao, abertura, socializacao e realizacdo) bem como as seis facetas de cada

um destes, perfazendo um total de 30 facetas da personalidade (anexo 4).

4.2.2 Escala de Impulsividade de Barratt verséo 11 — BIS 11

7z

A BIS é uma escala de auto-preenchimento com trinta questbes que
descrevem formas habituais de agir. Oficialmente foi revisada 11 vezes entre 0s
anos 1965 e 1995. A versao utilizada neste trabalho foi a décima primeira. A BIS 11
fornece um escore minimo de 30 e maximo de 120. As opcdes de resposta sao:
nunca, as vezes, frequientemente e quase sempre (PATTON et al., 1995) (anexo 5).

Subdivide-se em trés esferas de impulsividade:
a) Impulsividade atencional (ou por falta de atencdo) — pensar, decidir e agir

apressadamente. (escore de 10 a 40)

Ex: “Eu faco coisas sem pensar”.

b) Impulsividade motora — agir sem pensar (escore de 8 a 32)

Ex: “Eu tenho pensamentos rapidos”.

c) Impulsividade por falta de planejamento — comportamento voltado para o

imediato, sem prever consequéncias futuras (escore de 12 a 48).

Ex: “Eu sou mais interessado no presente do que no futuro”.

4.3 Andlise do polimorfismo da regido promotora do gene do transportador
da serotonina — 5SHTTLPR

Para a realizagéo dessa etapa, tivemos a colaborac¢ao do Professor Humberto
Correa, do Departamento de Psiquiatria da UFMG e do aluno de Iniciacao Cientifica

Gabriel de Campos Silva.
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O DNA genbmico foi extraido do sangue periférico através do kit
GenomicPrep Blood DNA Isolation Kit (Amersham Pharmacia Biotech Inc.,
Piscataway, NJ). A regido promotora do gene do transportador de serotonina, onde
se localiza o polimorfismo em estudo, foi amplificada usando a reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) com os primers 5-CCGCTCTGAATGCCAGCACCTAAC-3' e 5'-
AGAGGGACTGAGCTGGACAACCAC-3'. O PCR foi realizado em 25 yL de volume
final contendo aproximadamente 100 ng de DNA, 1,25 pM de cada primer, 0,1 mM
dNTP, 1,6 mM MgSO4 e 2 unidades de Taq polimerase. Apés uma desnaturacéo
inicial a 94C por 2 minutos, a amplificacdo foi feita em 30 ciclos (94C por 15
segundos, 65T por 30 segundos e 72T por 45 segund 0S) e, entdo, uma extensao
final por 72C durante 5 minutos. O produto do PCR foi entdo analisado por
eletroforese em gel poliacrilamida 8% corado pela prata para determinacdo do
tamanho dos produtos amplificados (EBSTEIN, et al., 1997).

4.4 Dosagem de Cortisol:
Para avaliacdo dos niveis de cortisol salivar foram coletadas trés amostras

nos horérios 8, 17 e 22 horas no dia anterior a coleta sangue. Pacientes e controles
foram orientados a n&o alimentar nem escovar os dentes 30 minutos antes do
horario da coleta para evitar contaminacdo das amostras por alimentos e
eventualmente por sangue. Os participantes foram orientados a manter a amostra
coletada em geladeira. No dia seguinte, o material foi recolhido pela equipe da
pesquisa, centrifugado, aspirado o sobrenadante e estocado em freezer a -20°C.

Posteriormente, o material foi descongelado e a fracédo livre de cortisol foi
mensurada através de kit de ensaio imunoenzimatico segundo instru¢cdes do
fabricante (DSL-10 67100 Diagnostic Systems Laboratories, Webster, TX, USA). A
sensibilidade do teste foi de 0,30 nmol/L. O coeficiente de variagao intra-ensaio e
inter-ensaio foram respectivamente 3,5% e 5%.

Utilizamos como estratégia a medida do cortisol na saliva, porque o estresse
da puncéo venosa € capaz de elevar agudamente seu nivel sérico resultando em
erros. Ademais, trabalhos ja demonstraram que o cortisol salivar da uma estimativa
confiavel do cortisol plasmatico (KIRSCHBAUM and HELLHAMMER, 1994).
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4.5 Imunofenotipagem de leucécitos do sangue perifé rico por citometria de
fluxo:

4.5.1 Procedimento experimental:
O fenodtipo dos leucécitos do sangue periférico foi analisado segundo

protocolo de imunofenotipagem proposto pelo fabricante (Becton Dickison- Mountain
View, CA, USA) com algumas modificacdes conforme descrito a seguir. Aliquotas de
50 ul de sangue periférico total em EDTA foram incubadas com 10 pl de anticorpo
monoclonal marcado com fluorocromo (isoticianato de fluoresceina — FITC,
ficoeritrina - PE). Combinag¢des especificas de anticorpos monoclonais marcados
com fluorocromos distintos foram utilizadas para a analise simultdnea de marcadores
de superficie celular necessarios para caracterizacdo de subpopulagcdes celulares de
interesse. Nestas analises foram utilizados os anticorpos monoclonais especificados
na (TAB. 2) (Pharmingen, San Diego, CA, USA). Os anticorpos foram diluidos em
PBS contendo 1% de BSA (Sigma, Saint Louis, USA). Como controle, anticorpos
nao relacionados 1gG1 ou IgG2, ligados a PE ou FITC foram usados para medidas
de ligacBes inespecificas. O material permaneceu em incubacéo por 30 minutos, a
temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Ap6s a marcacédo, o preparado foi lisado
com solucéo de lise (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA) por 10 minutos e lavada
com PBS. Este procedimento elimina quase todas as hemacias, otimizando assim a
aquisicdo de dados. As células foram entédo fixadas em 200 ul de paraformaldeido
1% e cacodilato de sédio 1%. A leitura da imunofluorescéncia foi feita em um
citbometro FACScan da Becton Dickinson (San Jose, CA, USA) sendo coletados
10.000 eventos para cada tubo. A leitura foi realizada em programa CELLQuestTM.
A aquisicdo dos dados foi feita através do programa Flowjo 7.6.1 empregando-se

diferentes estratégias dependendo do fenétipo celular analisado.
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TABELA 2

Anticorpos monoclonais marcados com fluorocromo utilizados para analise de

populacdes e subpopulacdes celulares.

Anticorpo Fluorocromo Fenotipo alvo
Anti-lgG1 FITC ou PE Medida de ligagBes inespecificas
Anti-1gG2 FITC ou PE Medida de ligagBes inespecificas
Anti-CD4 FITC ou PE Linfocitos T auxiliares
Anti-CD16 FITC Neutrofilos, mondcitos
Anti-CD14 FITC Mondcitos
Anti-CD23 PE Neutrofilos, linfécitos
Anti-HLA-DR PE Neutroéfilo, Monaocitos
Anti-CD28 PE Linfocitos, Neutrofilos
Anti-CD19 FITC Linfocitos B
Anti-CD80 PE Linfocitos, mondcitos
Anti-CD86 PE Linfocitos, mondcitos

4.5.2 Estratégia de analise dos resultados:
Os dados obtidos pela imunofenotipagem foram analisados utilizando-se

diferentes estratégias dependendo do fendtipo celular avaliado.

4.5.2.1 Andlise da frequéncia de neutréfilos CD23:
As andlises de neutrofilos CD23" foi realizada através de um gréafico

pseudocolor do tipo tamanho (FSC) versus granulosidade (SSC) (FIG. 3A) e
selecionada a populagédo de neutréfilos segundo os parametros morfométricos. Foi
feito, entdo, novo grafico pseudocolor com a fluorescéncia FL2/CD23 versus
tamanho (FSC) para quantificar o percentual de células CD23" dentro da populagdo

de neutrofilos previamente selecionados (FIG. 3B).
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FIGURA 3. Sequiéncia de procedimentos para avaliagdo do percentual de neutréfilos CD23" no
sangue periférico. A) Grafico pseudocolor de FSC versus SSC utilizado para a sele¢do da populagao
de neutrdéfilos. B) Gréfico pseudocolor de FSC versus FL2/CD23 empregado para quantificar o
percentual de neutréfilos CD23".

4.5.2.2 Andlise da frequéncia de “macréfagos-like” (CD16"):
Foi feito um grafico pseudocolor do tipo tamanho (FSC) versus granulosidade

(SSC) (FIG. 4A) e selecionada populacdo mondécitos segundo 0s parametros
morfométricos. Foi feito, entdo, novo grafico pseudocolor segundo as fluorescéncias
FL2/CD16 versus tamanho (FSC) (FIG. 4B) para quantificar o percentual de células

CD16" dentro da populagdo de mondcitos previamente selecionados.
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FIGURA 4. Sequéncia de procedimentos para quantificar o percentual de mondcitos CD16" no
sangue periférico. A) Grafico pseudocolor FSC versus SSC utilizado para a selecdo da populacao de
mondcitos. B) Grafico pseudocolor de FSC versus FL2/CD16 empregado para quantificar o percentual
de mondcitos CD16".
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4.5.2.3 Analise da intensidade de fluorescéncia de HLA-DR em mondcitos
CD4'""

A andlise da IMF de mondcitos foi feita através de um grafico pseudocolor de
SSC versus FL1/CD4 (FIG. 5A) para a identificacdo da populacdo de mondcitos
como células CD4"™ e de granulosidade intermediaria entre linfécitos e neutréfilos.
Apos foi construido um histograma para medir a intensidade média de fluorescéncia

(IMF) de HLA-DR dentro da populacao previamente selecionada (FIG. 5B).

Count

mondcitos 1 J
3,33% 1

S55C-H: 88C-Height

1[13 'I[]4 1[1EJ 10 1[12 1[]3 1[]4
FL1-H: CD4 FITC FL2-H: Anti-HLA-DR PE

(FL2-H} Anti-HLA-DR PE : Mean: 189

FIGURA 5. Seqiiéncia de procedimentos para quantificar a IMF de HLA-DR em mondécitos no sangue
periférico. A) Gréfico pseudocolor SSC versus FL1/CD4FITC utilizado para a selecao da populagéo
de mondécitos. B) Histograma unidimensional de fluorescéncia FL2/CDHLA-DR, contendo células
selecionadas no primeiro gréfico, utilizado para determinar a intensidade média de fluorescéncia
(IMF) de HLA-DR por mondcitos CD4°",

4.5.2.4 Andlise da porcentagem e média de intensida de de fluorescéncia de
mondcitos CD14 *CD80" e CD14'CD86"

Foi realizado um gréafico pseudocolor SSC versus FSC (FIG. 6A) para selecéo da
populacdo de interesse. Apos novo grafico pseudocolor SSC versus FL1/CD14 foi
feito para a selecdo da populacdo CD14" (FIG. 6B) e em seguida foram feitos
histogramas para selecdo da porcentagem de células que expressam CD80 (FIG.

6D) e CD86 (FIG. 6E) assim como a IMF de cada uma destas moléculas.
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FIGURA 6. Sequéncia de procedimentos para analise da porcentagem e IMF CD80 e CD86 em
mondcitos do sangue periférico. A) Grafico pseudocolor do tipo tamanho e granulosidade para
selegdo da populacdo de mondcitos. B) Grafico pseudocolor SSC versus FL1/CD14. C) Controle de
isotipo. D) IMF e porcentagem de células CD80 na populagéo CD14" selecionada no gréfico B. E) IMF
e porcentagem de células CD86 na populacdo CD14" selecionada no gréfico B.
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4.5.2.5 Andlise da porcentagem e média de intensida de de fluorescéncia de
mondcitos CD19 “CD80" e CD19'CD86"

Foi realizado um gréafico pseudocolor SSC versus FSC (FIG. 7A) para selecdo da
populacdo de interesse. Apds novo gréfico pseudocolor FSC versus FL1/CD19 foi
feito para a selecdo da populacdo CD19" (FIG. 7B) e em seguida foram feitos
histogramas para selecdo da porcentagem de células que expressam CD80 (FIG.
7D) e CD86 (FIG. 7E) assim como a IMF de destas moléculas.
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FIGURA 7. Sequéncia de procedimentos para analise da porcentagem e IMF CD80 e CD86 em
linfocitos B do sangue periférico. A) Grafico pseudocolor do tipo tamanho e granulosidade para
selegcdo da populacédo de linfocitos. B) Grafico pseudocolor SSC versus FL1/CD19. C) Controle de
isotipo. D) IMF e porcentagem de células CD80 na populagéo CD19" selecionada no gréfico B. E) IMF
e porcentagem de células CD86 na populacdo CD19" selecionada no gréfico B.
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4.5.2.6 Andlise da média de intensidade de fluoresc éncia de CD28% em
linfécitos T CD4 *

Foi realizado um gréafico pseudocolor SSC versus FSC (FIG. 8A) para selecdo da
populacdo de interesse. Apds novo grafico pseudocolor FSC versus FL1/CD4 foi
feito para a selecdo da populacdo CD4" (FIG. 8B) e em seguida foram feitos
histogramas para a avaliacdo da IMF de CD28 (FIG. 8C).
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FIGURA 8. Sequéncia de procedimentos para analise da IMF CD28 em linfécitos T do sangue
periférico. A) Gréfico pseudocolor do tipo tamanho e granulosidade para sele¢do da populagdo de
linfocitos. B) Gréafico pseudocolor SSC versus FL1/CD4.C) IMF CD28 na populagdo CD4+
selecionada no grafico B.
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TABELA 3

Tabela explicativa das moléculas e células estudadas

Molécula  Célula Caracteristicas e funcdes
estudada

CD80 APCs Molécula co-estimulatdria da familia B7. Interagem
(mondécitos e com CD28 ou CTLA-4 em linfécitos T. Quando se liga
linfocitos B) ao CD28 induz ativacéo das células T e quando se

liga ao CTLA-4 induz a anergia das células T.

CD86 APCs Molécula co-estimulatdria da familia B7. Interagem
(mondécitos e com CD28 ou CTLA-4 em linfécitos T. Quando se liga
linfocitos B) ao CD28 induz ativacéo das células T e quando se

liga ao CTLA-4 induz a anergia das células T.

CD28 Linfécitos T Interage com moléculas CD80 e CD86 em APCs

CD16 Mondcitos ndo  Caracterizam monacitos inflamatérios com alta
classicos capacidade de producéo de IL-1, IL-6 e TNFa.

Possuem alta expressao de HLA-DR.

HLA-DR Mondcitos Mondcitos com alta capacidade de apresentacéo de

antigenos.

CD23 Neutrofilos Receptor de IgE e induzido por GM-CSF in vitro.

4.6 Analise estatistica
Foi realizada analise de variancia através do teste Kruskal-Wallis e do pés-teste

Comparacédo Mdultipla de Dunn's para as diferencas na resposta entre diferentes
grupos relacionados aos dados ndo paramétricos. A correlacdo entre os parametros
estudados foi avaliada através do coeficiente de correlacdo de Spearman.

O teste de Mann-Whitney permitiu avaliar a validade de construto ao comparar 0s
escores obtidos pelo grupo de fibromialgicas nédo categorizadas segundo o
polimorfismo do 5HTTLPR e grupo controle, em cada fator e subfacetas do
guestionario NEO e BIS.

Resultados foram considerados estatisticamente significativos quando valores de
p < 0,05. Dados foram expressos em média + erro padrdo. Todas as analises foram
ealizadas utilizando-se 0 GRAPHPAD PRISM versao 5.1 (Graphpad Software Inc.,
San Diego, CA).
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5 RESULTADOS:

5.1 Aspectos fenotipicos de leucdcitos circulantes:
Participaram deste estudo 18 pacientes e 17 controles. A média de idade foi

de 40,9 = 2,0 anos no grupo controle e 40,9 £ 1,7 anos no grupo L e de 46,3 + 2,0
no grupo S. Todos os grupos analisados, inclusive grupo controle, apresentaram
meédias semelhantes de idade e indice de massa corporal (IMC), assim como nao
houve diferenca em relacdo ao tempo de diagnoéstico da doenca entre o grupo L e
grupo S (TAB. 4).

TABELA 4

Variaveis clinicas dos pacientes do grupo controle e pacientes fibromialgicos

Controle Pacientes
N=17 Grupo-L (n=08) Grupo-S (n=10)
Idade Anos 409+ 2,0 409+1,7 46,3+ 2,0
IMC (KG/m2) 23,8x04 23024 27,0+15
Tempo de diagndstico - 3,7+2,0 44+1,2

(anos)

Dados expressos em média + erro padrao

5.2 Andlise de mondcitos inflamatérios:

5.2.1 Frequéncia de “macrofagos-like” (mondcitos CD 16™):
Na andlise da frequéncia de “macréfagos like” os fibromialgicos do grupo L
apresentaram uma expressao significativamente maior na porcentagem de

mondcitos CD16" quando comparados aos individuos do grupo controle (FIG. 9).
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% de mondcitos CD16+

FIGURA 9. Percentual de mondcitos CD16" no sangue periférico de individuos do grupo controle (n =
17) e pacientes fibromialgicos dos grupos L (n = 08) e S (n = 10). O * representa diferenca
significativa entre grupo controle e pacientes do grupo L. Dados expressos em média + erro padrao.

5.2.2 Andlise da IMF de mondcitos HLA-DR
N&o foram observadas diferencas na IMF de HLA-DR em mondcitos CD4""

entre os individuos do grupo controle e ambos os grupos de fibromialgicos (FIG. 10).
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FIGURA 10. Analise da média de intensidade de fluorescéncia da molécula HLA-DR na superficie de
mondcitos (CD4"") do sangue periférico dos individuos do grupo controle (n = 17) e em fibromialgicos
do grupo L (n =08) e grupo S (n = 10). Dados expressos em média + erro padrao.

5.3 Analise da expressdo de moléculas co-estimulatdé rias em mondcitos,
linfécitos B e T circulantes:

Na andlise da porcentagem de células CD80" na subpopulagdo CD14", da
porcentagem de células CD86" na subpopulagdo CD14" e na média de intensidade
de fluorescéncia da molécula CD80 na subpopulagdo CD14" ndo observamos
diferencas entre os grupos de pacientes e os individuos do grupo controle. No

entanto, evidenciamos um aumento na média de intensidade de fluorescéncia da
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molécula CD86 na superficie de células CD14" do grupo L quando comparado aos

individuos do grupo controle (FIG.11 e 12)
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FIGURA 11. Percentual de células CD80" e CD86" em mondcitos CD14" do sangue periférico de
individuos do grupo controle (n = 17) e pacientes fibromialgicos dos grupos L (n =08) e S (n = 10).
O * representa diferenca significativa entre grupo controle e pacientes do grupo L. Dados
expressos em média * erro padréo
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FIGURA 12. Intensidade média de fluorescéncia de CD80 e CD86 em mondcitos CD14" do sangue
periférico de individuos do grupo controle (n = 17) e pacientes fibromialgicos dos grupos L (n = 08) e
S (n =10). O * representa diferenca significativa entre grupo L e grupo controle. Dados expressos em
média + erro padréo.

Na andlise da porcentagem de células CD80" na subpopula¢do CD19" ndo foram
observadas alteracdes entre todos os grupos. No entanto, foi evidenciado um
aumento na média de intensidade de fluorescéncia tanto de CD80 quanto CD86 na
subpopulacdo CD19" no grupo L quando comparado ao grupo controle e ao grupo S.
O grupo L apresentou ainda, aumento na porcentagem de células CD86" na
subpopulagdo CD19" quando comparado tanto ao grupo S quanto os individuos do
grupo controle (FIG.13 e 14).
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FIGURA 13. Porcentagem de células expressando CD80 ou CD86 na populacéo de linfocitos CD19"
do sangue periférico de individuos do grupo controle (n = 17) e pacientes fibromialgicos dos grupos
L (n=08) e S (n = 10). O * representa diferenca significativa entre grupo L e grupo controle e o #
representa diferenca significativa entre grupo L e grupo S. Dados expressos em média + erro
padrao.
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FIGURA 14. Intensidade média de fluorescéncia de CD80 e CD68 em linfocitos CD19" do sangue
periférico de individuos do grupo controle (n = 17) e pacientes fibromialgicos dos grupos L (n = 08) e
S (n = 10). O * representa diferenca significativa entre grupo L e grupo controle e o # representa
diferenca significativa entre grupo L e grupo S. Dados expressos em média * erro padrao.

Evidenciamos ainda, um aumento na média de intensidade de fluorescéncia
da molécula CD28 na subpopulacdo de linfocitos T CD4" no grupo L quando

comparado aos individuos do grupo controle (FIG.15).
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FIGURA 15. Anélise da média de intensidade de fluorescéncia da molécula coestimulatéria CD28 na
superficie de linfécitos T (CD4") do sangue periférico dos individuos do grupo controle (n = 17) e
pacientes fibromialgicos dos grupos L (n = 08) e S (n = 10). O * representa diferenga significativa
entre grupo L. Dados expressos em média + erro padréo.

5.4 Analise de neutréfilos CD23 ™
A analise dos dados demonstrou um percentual significativamente maior de

neutréfilos CD23" em ambos os grupos de pacientes fibromialgicos em relagdo aos

individuos do grupo controle (FIG. 16)
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FIGURA 16. Percentual de neutréfilos CD23" no sangue periférico de individuos do grupo controle (n
= 17) e pacientes fibromialgicos dos grupos L (n = 08) e S (n = 10). As barras representam percentual
médio de neutréfilos CD23" na populacéo de neutréfilos acompanhado do erro padrdo. Os asteriscos
representam diferenca significativa entre individuos do grupo controle e os pacientes do grupo L e do
grupo S. Dados expressos em média * erro padrao.
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5.5 Niveis de cortisol salivar:

A FIG. 17 demonstra a média dos niveis salivares de cortisol de pacientes
fibromialgicos do grupo L, do grupo S e dos individuos do grupo controle, nos
periodos de 08 horas, 17 horas e 22 horas respectivamente. Foi observada uma
diminuicdo na concentracdo do cortisol salivar apenas do grupo L quando

comparado com o grupo controle nos horarios de 08 e 22 horas.
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FIGURA 17. Concentragdes de cortisol salivar em individuos do grupo controle (n = 17) e pacientes
fibromidlgicos dos grupos L (n = 08) e S (n = 10). As amostras foram colhidas nos horarios de 8, 17 e
22 horas. A diferenca estatistica esta identificada pelo * em comparag¢éo com o grupo controle. Dados
expressos em média * erro padréao

5.6 Avaliacao psicolégica e neuropsicologica das f ibromidlgicas:

De acordo com a avaliacdo clinica psiquiatrica, 54% das fibromialgicas
apresentaram depresséao.

Na avaliacdo da impulsividade pelo questionario BIS-11 observou-se um
aumento na impulsividade atencional, motora e no indice total (BIS total) nas
fibromialgicas quando comparadas aos individuos do grupo controle. Porém em
relacdo a impulsividade sem planejamento ndo encontro-se diferenca entre o0s
grupos (TAB. 5).

Ao avaliar o perfil de personalidade através do questionario NEO-PI-R

evidenciou-se alto indice de neuroticismo nas fibromialgicas, nas subfacetas
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hostilidade, impulsividade e vulnerabilidade, quando comparadas aos individuos
dogrupo controle. As subfacetas da personalidade estdo especificadas na (TAB. 6).
Na avaliacdo dos questionarios nédo foi possivel subdividir os pacientes
segundo o gendtipo do S5HTTLPR, porque alguns pacientes ndo preencheram os
guestionarios o que reduziu o nimero amostral dificultando a analise estatistica dos
subgrupos. Desta forma, foi realizada estratégia diferente comparando todos os
pacientes como um unico grupo aos individuos do grupo controle. Diante disto,

foram analisados os questionarios de 10 controles e 10 fibromialgicas.

TABELA 5

Avaliacdo da impulsividade realizada pelo questionéario BIS em individuos do grupo
controle e fibromialgicos.

Controles Fibromialgicas
saudaveis (n = 10) (n=10)
Impulsividade por falta de atenc&o 16,75+£0,75 20,23 £0,53**
Impulsividade Motora 19,25+ 1,47 25,3121,33
Impulsividade sem planejamento 21,58 +1,76 26,80+ 2,15
BIS total 57,58 * 3,59 71,62 +3,13*

Dados expressos em média + erro padrao
* p < 0,05 entre pacientes e grupo controle
** p < 0,005 entre os grupos de pacientes



TABELA 6
Avaliacao da personalidade através do questionario NEO Personality Inventory —

Revised (Neo PI-R) em individuos do grupo controle e pacientes fibromialgicos

NEO Controles Fibromialgicas
Saudaveis (n = 10) (n=10)
Ansiedade (N1) 17,17 +1,10 20,78 £1,90
Hostilidade (N2) 10,92 + 0,70 16,00 + 1,80*
Depresséao (N3) 12,75 +£1,30 16,22 £ 2,60
Autoconsciéncia (N4) 16.25 £ 0,86 17,78 £1,26
Impulsividade (N5) 13,17 +0,82 18,78 £ 0,74*
Vulnerabilidade (N6) 11,83 +1,20 17,56 + 1,90*
Confianga (Al) 19,83 £ 1,60 19,00 £1,63
Retiddo (A2) 23,17 £0,94 25,67 £ 0,87
Altruismo (A3) 23,75+ 1,00 25,00 £ 1,30
Complacéncia (A4) 21,08 £0,86 21,22 £1,53
Modéstia (A5) 19,08 + 0,83 19,89 + 1,39
Sensibilidade (A6) 21,17 £1,00 21,11 +1,43
Acolhimento (E1) 23,08 £1,28 21,11 +1,91
Gregariedade (E2) 17,75 +1,58 15,22 + 2,34
Assertividade (E3) 14,42 + 0,93 13,11 £1,70
Atividade (E4) 18,42 + 0,67 19,44 + 1,50
Procura Excitacao (E5) 14,33 +£1,04 12,00 £1,10
Emocbes Positivas (E6) 19,00 + 1,67 14,89 +2,12
Fantasia (O1) 16,42 +1,71 12,56 +1,61
Estética (02) 19,08 + 1,64 14,33+ 2,01
Sentimentos (0O3) 17,25 £0,95 16,56 £1,40
Acdes (04) 15,67 +1,11 13,56 + 1,00
Ideais (O5) 18,83 +1,28 12,44 + 1,56*
Valores (O6) 18,67 £1,16 16,11 £1,30
Competéncia (C1) 20,58 £ 0,94 21,11 £0,75
Ordem (C2) 19,17 +1,20 15,78 +2,70
Obediéncia ao dever (C3) 25,17 £ 0,79 24,56 + 0,95
Luta/realizacéo (C4) 18,75 £ 0,97 20,78 1,44
Autodisciplina (C5) 21,00 +1,09 21,22 +1,19
Deliberagéo (C6) 19,00 +1,18 17,56 +£1,90
Neuroticismo (NT) 82,08 +£4,50 107,00 £ 7,93*
Extroverséo (ET) 107,00 £5,10 95,80 + 7,00
Abertura a experiéncia (OT) 105,92 £5,98 85,56 + 6,60
Socializacdo (AT) 128,08 + 4,30 132,00 £ 5,72
Realizagéo (CT) 123,67 + 3,70 121,00 +5,70

Dados expressos em média + desvio padrao

* p < 0,05 entre pacientes e grupo controle
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TABELA 7
Resumo dos resultados: fibromialgicos do grupo L e grupo S
GRUPO L GRUPO S
{1 % Neutrdfilos CD23" {I % Neutréfilos CD23"
{1 % Mondcitos CD16" {1 Neuroticismo
{I IMF de CD86 em mondcitos CD14" {1  Impulsividade

{1 IMF de CD86 em linfocitos B CD19"
{l IMF de CD80 em linfécitos B CD19"
{1 IMF de CD28 em linfocitos T CD4*
1 % de linfécitos B CD19°CD86"
[} Cortisol 8horas e 22 horas
{1 Neuroticismo

ﬁ Impulsividade

5.7 Correlagcbes
Foram realizadas as analises de correlagGes entre os parametros imunoldgicos,

endocrinos e comportamentais. Encontrou-se forte correlagdo negativa em Abertura
a Experiéncia (OT) com IMF de linfécitos B CD19°CD80" e forte correlagédo positiva
entre Neuroticismo (NT) e IMF de mondcitos CD14°CD86" como representados na

FIG. 18. Nao foram encontradas outras correlacdes significativas.



150
p=0,02
e " 100- °
§ 9 . r=-077
(a) S
§ O 50- “---a-.v“"
m :
g 8 0 o 00 [ ]
T = J oweSee..
L 8 50 ™Q 150
Z E 50 Abertura & experiéncia (OF)_
-100-
4001
e + 3001
<
© & 2004
X O
é § 1004
5
E ‘8 0 T T 1
; g 50 / 100 150
-100 Neuroficismo
-200-

40

FIGURA 18. Correlacdo entre o escore de abertura a experiéncia e IMF de CD80 em linfocitos B
CD19" e entre o escore de neuroticismo e IMF de CD86 e mondcitos CD14".
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6 DISCUSSAO

No presente estudo avaliamos alguns parametros imunoldgicos em pacientes
fibromialgicas, categorizadas de acordo com o polimorfismo da regido promotora do
gene do transportador da serotonina, que € um modelo metodolégico ja utilizado
previamente por nosso grupo de pesquisa. Em trabalho prévio, realizado em nosso
laboratério, observamos que pacientes com diferentes gendétipos para o 5-HTTLPR
possuem algumas varia¢cdes endocrinas, imunoldgicas e comportamentais distintas.
No que diz respeito as alteracbes imunoldgicas, percebeu-se que o grupo L € um
grupo caracterizado por aumento no nimero absoluto de neutréfilos e com aumento
de linfécitos T recém-ativados CD4"CD25'°". J& o grupo S é caracterizado por
aumento de linfocitos T cronicamente ativados CD4"HLA-DR" e reducéo de células
Natural Killer (CARVALHO et al., 2008). Diante dessa diferenca entre 0s grupos,
resolvemos avaliar outros parametros imunoldgicos, seguindo a mesma abordagem
metodoldgica. Determinamos também, nessas pacientes, 0s niveis de cortisol salivar
e avaliamos alguns parametros comportamentais.

Devido ao fato do cortisol ser um horménio que é liberado em pulsos e
influenciado pelo ritmo circadiano, foram determinados trés horarios para a sua
coleta. A primeira coleta foi realizada no periodo da manha, as 8h que € o horario
que ocorre a maior liberacdo do horménio. A outra as 17h, onde ocorre novo pico de
liberacdo e a dultima as 22h associada com menor liberacdo do cortisol
(HUCKLEBRIDGE, et al., 2005).

Foi verificada no presente estudo, uma hipocortisolemia observada nos
pacientes do grupo L quando comparados aos individuos do grupo controle, nos
horarios de 8 e 22 horas. Corroborando parcialmente com nossos dados, uma vez
que nao foram avaliados subgrupos de fibromialgicos, outros estudos observaram
que as concentragfes de cortisol estavam abaixo do nivel encontrado em sujeitos
saudaveis (CARVALHO et al., 2008; GUR et al., 2004; MACEDO et al., 2008). Em
pesquisas com testes de estimulo para ativacdo do eixo HPA, associados a
hipocortisolemia encontrada, confirmam uma falha deste eixo. Isto pode ser
explicado por alteracbes em diversos pontos desta alca, ou seja, tanto na liberacéo
de ACTH pela hipofise quanto na de cortisol pela adrenal (KIRNAP et al.,
2001;TORPY et al., 2000; WINGENFELD et al., 2008).
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Alguns estudos contradizem estes resultados, no momento em que néo foram
encontradas diferencas significativas nos niveis de cortisol quando comparados
fibromialgicos e controles saudaveis (KLERMAN et al., 2001). Ha ainda estudos que
ja demonstraram até mesmo aumento tanto nos niveis de cortisol quanto de ACTH
nos fibromialgicos quando comparados a grupos controles (McLEAN et al., 2005;
RIEDEL, LAYKA and NEECK 1998). Estes e outros estudos reafirmam a presenca
de grande heterogeneidade entre os pacientes, fortalecendo a nossa hipotese inicial
de que seria possivel a existéncia de subgrupos de pacientes fibromialgicos, os
guais poderiam ser diferenciados por alguns parametros como, por exemplo, 0s
genéticos. E observado que pacientes que possuem maior predisposicdo a
depressao, encontram-se incluidos no grupo S (BAZZICHI et al., 2006, CARVALHO
et al., 2008). Entretanto, individuos deprimidos apresentam hipercortisolemia
(PARKER et al, 2003; RAISON et al, 2003) , o que por sua vez, poderia influenciar
nos valores do grupo S.

Com relacdo aos parametros imunologicos, analisamos, dentre outras coisas,
0s niveis de algumas sub-populacdes de mondcitos. Em humanos, as sub-
populacbes de mondcitos sdo definidas baseadas no padrédo de expressdo do
receptor de lipopolissacarideo (LPS), CD14, e pelo receptor 3 Fc-gamma de
imunoglobulina (FcyR-1lI) CD16. Com esse padrédo de divisdo populacional sao
encontrados basicamente dois sub-grupos de mondcitos: os denominados monaocitos
classicos e 0s mondcitos nao-classicos. Os primeiros sédo caracterizados pela
expressdo de CD14 e auséncia de CD16 (CD14°CD16), ja os segundos pela
expressdo tanto de CD14 quanto de CD16 (CD14°CD16%). Os mondcitos classicos
(CD14CD16), que representam cerca de 90% dos mondcitos totais em individuos
saudaveis, sdo células grandes com alta atividade fagocitica e concentracdo de
mieloperoxidase, altos niveis de liberacdo de superdoxido e producao
predominantemente de IL-10, sob estimulo de LPS in vitro. Em contraste, os
mondcitos n&o-classicos (CD14'CD16%) sdo menores, possuem baixa atividade
fagocitica e concentracdo de peroxidase, produzem grandes quantidades de TNF,
IL-1e IL-6 em resposta a estimulagcdo com LPS e possuem alta expressao de HLA-
DR, os que as caracteriza como melhores apresentadores de antigenos que 0s
monocitos classicos (PASSLICK, FLIEGER and ZIEGLER-HEITBROCK, 1989;
revisado por ZIEGLER-HEITBROCK, 2007). Em relacdo ao nivel de maturacao

dessas células, € observado por estudos in vitro, que os mondcitos CD14°CD16"
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originam-se de mondcitos CD14°CD16 indicando que os mondcitos ndo classicos
sdo mais maduros que 0s monocitos classicos (ZIEGLER-HEITBROCK et al., 1993).

No presente estudo, observamos que 0s hiveis sanguineos de mondcitos
CD16" estdo aumentados apenas no grupo L, quando comparados aos individuos
do grupo controle. Este dado vem reforcar a sugestdo de que os individuos deste
grupo genotipico apresentam um estado pro-inflamatério ativo, com aumento de
células T recém ativadas. Os mondcitos CD14"CD16" produzem altos niveis de IL-1,
TNF-alfa, IL-6, citocinas importantes na comunicacdo entre o sistema imune
periférico e o sistema neuroenddcrino.

Em alguns processos patoldgicos, os mondcitos CD16" encontram-se em
niveis elevados como, por exemplo, na sepsis, AIDS, tuberculose e artrite
reumatéide (ZIEGLER-HEITBROCK, 1996, KAWANAKA, 2002). Em estudo
realizado por Kawanaka (2002) foi observado que a expressédo de CD16 tem uma
correlacdo positiva com o aumento de atividade da doenca. Tal correlacdo €
bastante interessante e, trabalhos futuros devem ser realizados objetivando avaliar a
possibilidade de se usar este parametro como marcador de prognostico em
fibromialgia.

Na fibromialgia, o prognostico pode ser avaliado através da intensidade e da
freqliéncia de seus principais sintomas, dentre eles o disturbio de sono e a dor. Com
relacdo ao primeiro deles, ressalta-se um estudo realizado por Dimitrov et al. (2007),
no qual os autores relatam que os mondcitos CD14°CD16" diminuem com o
aumento na quantidade do sono. Pacientes portadores de fibromialgia possuem
distarbios de sono (WOLFE et al., 1990) podendo sugerir que a falta do mesmo
possa levar a um aumento nos niveis dessas células inflamatorias.

Os fibromialgicos apresentam muita dor e, em consequéncia da mesma,
reduzem suas atividades fisicas e tornam-se na maioria das vezes, sedentarios.
Nesse contexto, torna-se importante relatar aqui um estudo no qual se compara o0s
niveis de CD14'CD16" entre individuos fisicamente ativos e inativos, no qual se
demonstrou que os ultimos possuem um aumento na porcentagem desta populacéo
celular. Interessantemente, se o0s individuos sedentdrios comecam a praticar
exercicio fisico, a porcentagem dessas células € diminuida (TIMMERMAN et al.,
2008). O que poderia explicar, pelo menos em parte, o beneficio do exercicio sobre
0 processo algico (ORTEGA et al., 2009).
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Os dados acima, guando analisados em conjunto, ressaltam a importancia de
se continuar os estudos sobre mondcitos CD14°CD16™ em pacientes fibromialgicas.
Além disso, como ja relatado, esses mondcitos produzem niveis elevados de IL-6,
citocina sabidamente importante na inducdo de hiperalgesia (revisado por
MAECHAND et al., 2005).

Uma vez observado que os fibromiélgicos possuem aumento de linfécitos T
ativados (CARVALHO et al., 2008), uma questdo por nés levantada foi a suposicéo
de que a expressao de moléculas co-estimulatérias por células apresentadoras de
antigenos e por linfocitos T poderia também estar aumentada, o que confirmaria
esse estado proé-inflamatério. O grupo de moléculas co-estimulatérias melhor
caracterizado até o momento sdo os membros da familia B7 que incluem: a molécula
CD28, que é expressa constitutivamente na superficie das células T; a CTLA-4
também é expressa nessas células e rapidamente regulada durante a interacdo aos
seus ligantes, B7-1 e B7-2 (CD80 e CD86) expressos na superficie das células
apresentadoras de antigeno. Essas moléculas possuem uma importante funcéo
apos ligacdo peptideo MHC, exercendo um segundo sinal para a ativacdo e
regulacdo na tolerancia de células T. Na auséncia desse segundo sinal os linfocitos
T ndo sao ativados adequadamente permanecendo anérgicos ou iniciando o
processo de eliminacdo por apoptose. Tanto o CD28 quanto o CTLA-4 se ligam a
CD80 e CD86. Entretanto € o CD28 que promove a ativacéo celular, enquanto que o
CTLA-4 inibe a ativacdo celular (KRUMMEL and ALLISON, 1995; revisado por
FREEMAN et al., 2002).

A ligacdo de CD28 de célula T naive com os seus ligantes nas células
apresentadoras, CD80 e CD86, acarreta um potente sinal co-estimulatério para
ativacdo de células T, resultando na producéo de IL-2, expressdo de CD25 e inicio
da ativacdo do ciclo celular (KRUMMEL and ALLISON, 1995; revisado por
FREEMAN et al., 2002).

Assim como a ligacdo de B7-1 e B7-2 (CD80 e CD86) em linfocitos B com
CD28 em linfocitos T sdo fundamentais para a ativacao e proliferacdo das células T,
esta ligacdo cruzada também é de fundamental importancia para que as células B
iniciem o ciclo celular e produzam imunoglobulinas (Ig) (DURIE et al., 1994)

Observamos um aumento da densidade de expressao de CD86 na superficie
de monodcitos CD14" apenas no grupo L, quando comparado aos individuos do

grupo controle. Além disso, apenas 0s pacientes deste grupo apresentaram
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elevados niveis de linfécitos B CD19°CD86", com aumento da IMF de CD86 e CD80
na superficie dessas células. A cinética de expressdo de CD80 e CD86 é diferente.
O CD86 e expresso constitutivamente em baixos niveis e aumenta rapidamente,
enquanto que o CD80 é expresso mais tardiamente (revisado por FREEMAN et al.,
2002). O aumento da IMF de CD86 encontrados em nosso estudo no grupo L condiz
com uma resposta de maior apresentacdo de antigenos que pode
consequentemente, aumentar a ativacao das células T como de fato evidenciado por
Carvalho et al. (2008) em que observaram aumento de linfécitos T recém-ativados
CD4*CD25""em pacientes do grupo L.

A expressdo aumentada de CD80 e CD86 tem sido descrita também em
namero bastante relevante de doencas autoimunes (FOLZENLOGEN, et al., 1997;
LIU et al., 1999; ODOBASIC, et al., 2008; NAKAJIMA et al.,1995; WINDHAGEN et
al., 1995). Estudo feito com modelo de lipus em camundongos por Nakajima et al.
(1996) demonstrou que o bloqueio de moléculas B7 com anticorpos monoclonais
especificos para CD80 e CD86 podem suprimir o inicio ou progressdo da doenca.
Com o bloqueio especifico de CD86 ocorreu a inibicdo de maneira eficiente da
producdo de autoanticorpos. Além da diminuicdo da producdo de autoanticorpos, o
bloqueio de ambas as moléculas, ou apenas de CD86, levou ainda a uma
diminuicdo dos mRNA para IL-2, INF-y, IL-4 e IL-6. Estes dados inferem sobre
critico papel de CD86 no desenvolvimento do lupus e nos levam a analisar mais
profundamente a repercussao destas alteracfes observadas em fibromialgia.

Para reforcar a presenca de distintos papéis referentes ao CD80 e CD86,
Odobasic et al. (2008) realizaram a avaliacdo destas moléculas em modelos de
artrite induzida por antigeno em camundongos C57BL/6. Com o bloqueio de ambas
as moléculas, a artrite foi significativamente suprimida, com diminuicéo significativa
da sinovite, diminuicdo da degradacgéo da cartilagem, diminuicdo da exsudacao de
leucécitos no espaco articular e diminuigdo da lesdo 6ssea. A neutralizacdo de CD80
diminuiu o actimulo de células T CD4" nas articulagbes e aumentou 0s niveis
circulantes de IL-4, enquanto que o bloqueio de CD86 suprimiu a producéo de IL-17
pelos esplendcitos. Desse modo, pensa-se que seria interessante o bloqueio da co-
estimulacdo nas patologias auto-imunes ou mesmo na fibromilagia, uma vez que
expressam aumento da IMF dessas moléculas. Porém tem sido demonstrado que o
bloqueio completo com modelos de camundongos knockout para as moléculas CD80

e CD86 em diabetes experimental acarretam na diminuicdo de células T regulatérias
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(CD4CD25%). Estes dados indicam que tanto a supressdo completa, quanto o
aumento destas moléculas co-estimulatérias acarreta em um desequilibrio no
sistema imune aumentando a atividade inflamatéria do mesmo e muito cuidado
deve-se ter ao se propor uma terapia com o propadsito de bloquear essas moléculas.

Resumindo em parte os resultados deste trabalho, percebemos que os
individuos do grupo L apresentam uma correspondéncia com a inflamagéo, com
aumento de moléculas coestimulatorias da familia B7 (CD86 em APCs e CD28 em
linfocitos T CD4") e aumento de mondcitos inflamatérios CD16". Sabe-se que o
cortisol possui acdo anti-inflamatoéria na qual suprime a diferenciagédo e proliferacédo
de todas as células imunes e impede a producédo de citocinas pré-inflamatérias como
IL-1 e TNF por inibir o seu fator de transcricdo NF-kB, mas ndo de citocinas anti-
inflamtorias, como IL-10 (revisado por STERNBERG 2006). Portanto, como o
apenas o0s pacientes do grupo L apresentaram baixos niveis de corstisol salivar, é
provavel que o hipocortisolismo possa explicar, pelo menos em parte, a presenca do
perfil inflamatério encontrado nesses pacientes. Sabe-se que a IL-10 também
diminui a expressdo de CD86 em mondcitos (LIU et al., 1999) e, em trabalho
realizado por Ulceyler et al. (2006) foram observadas diminuicdo tanto do mRNA
quanto da proteina de IL-10 em fibromialgicos. Assim, adicionalmente a
hipocortisolemia, baixos niveis de IL-10 poderiam justificar o aumento de CD86 em
monacitos dos fibromialgicos do grupo L em nosso estudo. Trabalhos futuros devem
ser realizados para confirmar essa hipotese.

Deng et al., 2005 realizou um trabalho no qual submeteu pacientes alérgicos
a administracdo de prednisolona, um glicocorticoide, e apds a administracdo desta
substancia, estes pacientes tiveram seus niveis de CD86 soluveis diminuidos. Na
fibromialgia, alguns pacientes respondem bem ao tratamento com corticéides, com
melhora da dor, enquantos outros ndao. Nesse contexto, vale ressaltar a importancia
da IL-6 na hiperalgesia. Considerando que os pacientes fibromialgicos apresentam
elevados niveis de IL6 plasmatica, independetemente do grupo genotipico
CARVALHO et al., 2008b), poderiamos especular que, os individuos que respondem
bem ao tratamento com corticéide sdo aqueles pertencentes ao grupo genotipico L,
com aumento de CD86. Nos pacientes pertencentes ao grupo S, com niveis normais
de CD86, a via de sinalizacdo e/ou a origem de IL-6 seria outra.

O GM-CSF é outra molécula capaz de estimular, in vitro, 0 aumento da

expressao de CD80 e CD86 em mondcitos (LIU et al., 1999). Observamos também a
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expressdo de CD23 em neutrofilos de pacientes fibromialgicos no presente em
trabalho e CD23 em neutrofilos, € da mesma maneira, estimulado por GM-CSF in
vitro. Com isto, a avaliagdo de GM-CSF € um parametro interessante que pode ser
avaliado futuramente nos fibromialgicos.

Tem sido evidenciado, em fibromialgia, um perfil relacionado com
autoimunidade, pacientes fibromialgicos apresentam aumento significativo do
nimero de linfécitos B1 CD19°CD5, além de importante reducdo do nimero de
células T regulatérias CD4'CD25"™" tanto no grupo L quanto no grupo S
(CARVALHO et al.,, 2008). Além disso, niveis elevados de anticorpos anti-
tireoidianos (PAMUK et al.,, 2007), de auto-anticorpos contra uma proteina de
68/48KDa (NISHIKAI, et al 2001) e de anticorpo antinuclear (FAN), considerado um
biomarcador para o Ildpus eritematoso (DINERMAN, 1986; SAMERT, 1997),
corroboram com a hipétese de autoimunidade em fibromialgia. No presente trabalho,
apresentamos mais uma evidéncia para essa hipétese: o aumento de neutrofilos
CD23" em ambos os grupos de pacientes analisados. A expressdo de CD23 por
neutrofilos, ndo é verificada sob condigées normais (VELLA, et al., 1999; YAMAOKA,
et al., 1996), mas esta célula foi encontrada aumentada em pacientes com artrite
reumatoide (VELLA et al., 1999).

Estudos anteriores realizados no nosso laboratoério reforcam participacdo de
neutrofilos na fibromialgia, ao demonstrar que pacientes do grupo L apresentam
aumento no numero absoluto desse tipo celular, quando comparados aos individuos
do grupo controle (CARVALHO et al., 2008). Além disso, relatos de outros autores
demonstram aumento da expressdo de moléculas de adesdo e aumento da
producdo espontanea de peroxido de hidrogénio em neutrofilos de pacientes
fibromiélgicos (KAUFMANN et al., 2008; MACEDO et al., 2006).

Neste estudo realizamos ainda a avaliacdo de alguns parametros
comportamentais em pacientes fibromialgicas. Para isso nao foi possivel subdividir
as pacientes em grupos genotipicos, uma vez que 0 numero reduzido de
questionarios respondidos por grupo inviabilizaria as analises estatisticas. Através
das escalas BIS-11 e NEO-PR subescala N5 observamos que as pacientes
fiboromidlgicas apresentam altos escores de impulsividade atencional, motora e
impulsividade total em relacéo aos individuos do grupo controle.

A impulsividade € representada pela impaciéncia, acbes rapidas e

impensadas ou precedidas de pouca reflexdo sendo relacionada a dificuldades de
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focalizar a atengdo em todos o0s elementos circunstanciais, restringindo-se a
resposta comportamental a uma reagdo quase imediata a elementos isolados.
Alguns trabalhos tém relatado associacdo tanto de depressdo quanto de ansiedade
com altos escores de impulsividade (HUR e KIM, 2009; ANTONINI et al., 2010). Esta
€ uma possivel explicacdo para os altos escores de impulsividade nos pacientes
fibromialgicos, uma vez que 54% dos pacientes apresentam algum tipo de
depressao além de altos escores de ansiedade CARVALHO et al., 2008; WILKE,
GOTA and MUZINA, 2010 TAYLOR et al., 2007.

E importante salientar que tanto a depressdo quanto a ansiedade estdo
relacionadas com alteracdes relacionadas ao sistema serotoninérgico (revisado por
LEVINSON, 2006). Do mesmo modo, parece que a impulsividade também esta
relacionada a via serotoninérgica, pois ja foi demonstrado correlacdo negativa do
metabdlito da serotonina - o acido 5-hydroxyindoleacetic (5- HIAA) — e escores de
impulsividade (STOLTENBERG and NAG, 2010). Outro estudo que aponta para o
papel do sistema serotoninérgico no perfil impulsivo € o realizado por Coccaro et al.
(1996). Neste estudo observou através da marcacgéo do transportador da serotonina
nas plaquetas com paroxetina-H® que o nimero de sitio de ligacées da paroxetina —
H® nessas células era inversamente proporcional ao perfil impulsivo-agressivo em
pacientes com desordens de personalidade, ou seja, que quanto maior a quantidade
do transportador da serotonina nas plaguetas, menor os indices de impulsividade-
agressividade. No entanto, outros dois estudos realizaram avaliacdo da correlacéo
entre impulsividade e o polimorfismo do 5SHTTLPR em pacientes dependentes de
alcool e em pacientes com desordens explosivas intermitentes, mas nao
encontraram correlacdo (COCCARO et al., 2010; PREUSS et al., 2000). Infelizmente
nao pudemos fazer a correlacdo do polimorfismo do SHTTLPR com os escores de
impulsividade.

Com relacdo a analise da personalidade pelo questionario NEO evidenciamos
elevados escores no fator neuroticismo (NT) e nas suas subfacetas hostilidade (N2),
impulsividade (N5) e vulnerabilidade (N6) nas fibromialgicas em comparacédo aos
individuos do grupo controle. Ndo encontramos aumento nas subfacetas depressao
(N3) e ansiedade e (N4), no entanto a avaliagdo clinica psiquiatrica dos pacientes
observou-se que 54% apresentaram algum grau de depressao, corroborando outros
trabalhos (CARVALHO et al., 2008; WILKE, GOTA and MUZINA, 2010).
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O fator neurocitismo compreende um dominio da personalidade bem
conhecido e descrito. Ele identifica individuos que sdo propensos a sofrimentos
psicolégicos e podem apresentar altos niveis de ansiedade, depressao, hostilidade,
vulnerabilidade, autocritica e impulsividade. Neuroticismo também inclui idéias
irreais, baixa tolerancia a frustracdo e respostas de coping ndo adaptativas
(WATSON & HUBBARD 1996). Nossos achados de altos escores de neurocetismo
corroboram, portanto com outro estudo que revelou que pacientes fibromialgicos séo
passivos, dependentes, tem baixo-estima, irritabilidade e respostas de coping mal
adaptadas (WOLFE, 1997). Além disto, o neuroticismo € tido como o preditor mais
eficaz de satisfacdo com a vida, felicidade e afeto negativo (DeNEVE & COOPER,
1998).

Watson & Hubbard (1996) justificam que, de alguma forma, as pessoas que
possuem altos escores em neuroticismo criam problemas ativamente para eles
mesmos. Eles argumentam ainda que estes individuos possuam a tendéncia de
apresentar avaliacbfes negativas do ambiente, ou seja, tendem a interpretar
estimulos de maneira negativa e ameacadora, e por este motivo tendem a ver
ameacas, problemas e crises onde néo existem.

A subfaceta hostilidade, ou desajustamento psicossocial, do fator
neuroticismo, contém itens que descrevem comportamentos sexuais de risco ou
atipicos, adicdo ou consumo exagerado de alcool, hostilidade com pessoas e
animais, e necessidade recorrente de chamar a atencao dentre outras (WATSON &
HUBBARD 1996). Os altos indices de hostilidade por parte dos fibromialgicos
encontrados no presente trabalho podem ocorrer talvez como uma tentativa de
aliviar a dor por parte dessas pacientes. Existe uma pesquisa feita por van
Middendorp et al. (2009) a qual pode-se tentar explicar este mecanismo. Estes
pesquisadores evidenciaram que as pacientes fibromialgicas as quais expressam
sua raiva possuem uma diminui¢do na dor, enquanto que as que nao expressam sua
raiva ttm aumento dos sintomas dolorosos.

A vulnerabilidade (N6) é composta por itens que descrevem medo de criticas,
inseguranca, baixa auto-estima, dificuldade em tomar decis6es, medo de abandono
de pessoas mais proximas. Altos escores estdo relacionados a pessoas mais
nervosas e estressadas e baixos escores a pessoas mais calmas e resistentes.
(WATSON & HUBBARD 1996). Os altos escores de vulnerabilidade visto nos

fibromiélgicos do presente estudo podem de certa forma, justificar a atribuicdo de
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agentes estressores fisicos e psicoldgicos ao inicio dos sintomas clinicos presentes
nesta sindrome (DESSEIN et al., 1997; CLAUW and CHROUSOS, 1997).

E acreditado que pessoas com alto neuroticismo possuem maior
vulnerabilidade a saude as quais podem expressar habitos de vida menos saudaveis
assim como apresentar maior associagdo com doencgas cronicas e mortalidade
(GOODWIN and FRIEDMAN, 2006; TERRACCIANO, et al., 2008). Com o objetivo
de tentar esclarecer a associacdo de determinados comportamentos com a saude,
alguns pesquisadores recentemente tem direcionado seus estudos para o
entendimento das disfungbes imunes e suas relagbes com personalidade e
comportamento (JONASSAINT et al., 2010; SUTIN, et al., 2010). Sdo encontrados,
por exemplo, que quanto maiores 0s escores de neuroticismo, maiores 0s niveis de
IL-6 (SUTIN, et al.,, 2010), que como se sabe, € uma citocina pro-inflamatoria
(revisado por MAGGIO et al.,, 2006). Encontramos correlacdo com IMF de
CD147CD86", que também pode determinar um papel de maior apresentacdo de
antigenos e maior ativacao celular corroborando com a presenca de uma associacao
entre inflamacéo e escores de neuroticismo.

Em curioso estudo realizado com mulheres obesas, foi observada forte
associacao entre adiposidade, neuroticismo e inflamacdo (CAPURON et al., 2011).
Interessante notar que as fibromialgicas da nossa pesquisa ndo possuem IMC
elevados para serem consideradas obesas, sendo que a associagcao prevalece entre
a desregulacéo do sistema imune e neuropsiquico.

Jonassaint et al. (2010) encontrou em seu estudo que o fator Abertura a
Experiéncia se encontrava associado com baixos niveis de proteina C reativa (CRP),
um dos marcadores do processo inflamatério. As pessoas que possuem altos
escores em Abertura a Experiéncia sao descritos como sendo mais abertas a
experimentar novas idéias e experiéncias enquanto as que possuem baixos escores
se comportam de maneira mais conservadora, convencionais e dogmaticos
(WATSON & HUBBARD 1996). E interessante a demonstracdo de pessoas que
possuem abertura a novas idéias e experiéncias possuem baixos niveis de
marcadores da inflamagdo como CRP demonstrado por Jonassaint et al., (2010) e
diminuicdo da IMF de linfécitos CD19"CD80" como demonstrado por nossa analise.

Ambas as correlacdes significativas apresentadas em nosso trabalho nos

permitem admitir a intrigante e importante relacdo existente entre os sistemas
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imunoldgico e neuropsiquico como demonstrada por diversos outros autores ja

citados anteriormente.
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7 CONCLUSAO

1 — No presente estudo observamos a participagdo tanto do sistema neuroenddcrino
quanto do sistema imunologico nos fibromialgicos. A discordancia dos dados
relatados na literatura provavelmente se deve a existéncia de subgrupos de

fibromiélgicos, com diferentes fenotipos celulares e alteragdes enddcrinas.

2 — Os resultados deste trabalho sugerem que a fibromialgia seja influenciada pela
genética do transportador da serotonina, determinando distintos grupos de
pacientes, sendo o grupo L caracterizado por hipocortisolismo, aumento da
expressdo de moléculas co-estimulatorias da familia B7 (CD80 e CD86) em
mondcitos e linfocitos B, CD28 em linfocitos T, assim como aumento na

porcentagem de “macréfagos like”.

3 — Portadores de fibromialgia representados tanto pelo grupo L quanto pelo grupo
S, apresentam aumento de neutréfilos CD23", o que explica pelo menos em parte,

uma conexao com auto-imunidade.

4 — Encontramos a existéncia de alteracbes comportamentais em pacientes
portadores de fibromialgia visto que foram observados elevados indices do fator
neuroticismo em suas subfacetas impulsividade, hostilidade e vulnerabilidade
através do Inventario de Personalidade NEO (NEO) assim como elevados escores
de impulsividade motora, impulsividade por falta de planejamento e impulsividade

total através da Escala de Impulsividade de Barrat (BIS).

5 — Observamos a presenca de correlacdo entre pardmetros psicolégicos e
imunologicos em portadores de fibromialgia através da demonstracdo da existéncia
de forte correlacdo negativa entre abertura a experiéncia (fator da personalidade do
questionario NEO) com IMF de CD80 em linfocitos B CD19" e forte correlagéo
positiva entre neuroticismo com IMF de CD86 em mondcitos CD14".
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Finalmente, diante dos dados sobre imunofenotipagem e dosagem de cortisol
aqui apresentados sugerem estarmos tratando de pelo menos duas entidades
nosologicas distintas. Além do mais, a correlacdo entre os dados imunolégicos e
dois tracos de personalidade (neuroticismo e abertura a experiéncia) aponta para a
importancia de se continuar o estudo da fibromialgia no contexto da

psiconeuroimunologia.
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ANEXO 1

TERMO DE CONSENTIMENTO INFORMADO LIVRE E ESCLARECID O RELACAO
ENTRE A PSICONEUROIMUNOLOGIA E A FIBROMIALGIA

INFORMACOES GERAIS

Prezada (0) paciente:

O seu médico lhe explicou que vocé tem fibromialgia e que as causas da sua
enfermidade estdo ainda sendo estudadas. Vocé esta sendo convidada (o) participar
de uma pesquisa onde serdo avaliadas a funcéo e o nimero de algumas células de
seu sangue (leucécitos), a dosagem de alguns horménios e sera submetida, além da
consulta reumatologica. a uma entrevista com um psiquiatra. Para participar vocé
devera ter idade igual ou superior a 40 anos, ndo estar gravida, ter um grau de
escolaridade a partir da 4% série (curso basico) e ter o diagndstico de fibromialgia.
Vocé também ndo podera estar sendo submetida (0) a qualquer tratamento
hormonal e ndo devera ter usado medicamentos tranquilizantes e antidepressivos
nos ultimos seis meses.

OBJETIVOS DO ESTUDO

O objetivo desse estudo é verificar se a sua doenca coexiste com alteragcdes nos
seus glébulos brancos, nos niveis de alguns horménios e com o seu modo de “ser
na vida”, ou seja, a sua forma de se comportar diante das varias situacdes com as
guais nos deparamos no nosso dia a dia.

BENEFICIOS

O tratamento de sua enfermidade se realizard independentemente do resultado
deste estudo. Entretanto, ao final da pesquisa, € possivel que possamos ajudar
melhor a vocé e/ou a outros pacientes, dependendo dos resultados alcancados com
0 presente estudo.

RISCOS E SEGURANCA

Vocé nao correra riscos com a realizacdo da pesquisa, apenas realizar4 as
entrevistas e serdo coletados amostras de seu sangue, logo ap6s a consulta
reumatolodgica.

CONFIDENCIALIDADE

A menos que solicitado por lei, somente o seu médico reumatologista e 0 médico
psiquiatra terdo acesso as informacdes confidenciais que identifica vocé pelo nome.
Os seus exames laboratoriais serdo identificados apenas pelas suas iniciais e por
um numero que lhe identificard no estudo. Vocé nao sera identificada (0) em
qualquer relatérios ou publicacdo que resulte desse estudo.

COMPENSACAO
Vocé néo tera qualquer despesa para a realizacdo dos exames laboratoriais e para
as avaliagbes médicas necessérias a realizacdo do estudo.

DESCONTINUACAO DA PARTICIPACAO
Existem situacbes nas quais a sua participacdo pode ser interrompida. A sua
participacdo € voluntaria e vocé podera interromper a sequéncia da pesquisa a
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qualquer hora sem, com isto, prejudicar ou perder os seus beneficios. Assim, apés a
avaliacdo do reumatologista, se vocé ndo quiser realizar a entrevista com o
psiquiatra ou ndo quiser realizar a coleta de sangue para o estudo, vocé podera
fazé-lo.

Se novas descobertas e informacfes aparecerem durante este estudo e que sejam
de seu interesse, elas serdo comunicadas através de seu meédico.

CONSENTIMENTO E PERMISSAO

Antes de dar o meu consentimento assinando este documento, eu fui
suficientemente informado de todo o estudo. Eu conversei diretamente com o0 meu
meédico que respondeu satisfatoriamente todas as minhas perguntas em relacdo ao
estudo. Eu recebi uma copia deste consentimento. Eu li as informacdes acima e
entendi os objetivos, beneficios, os riscos deste estudo e voluntariamente aceitei
participar. Eu autorizei que o Servico de Reumatologia do Instituto de Previdéncia
dos Servidores do Estado de Minas Gerais (IPSEMG) possa utilizar as minhas
anotacdes medicas para publicacdes cientificas.

Nome do participante

Assinatura do participante Data

Eu conversei sobre o estudo com o participante utilizando uma linguagem adequada
e apropriada. Acredito que informei o paciente do estudo e seus possiveis beneficios
para o melhor entendimento dos portadores de fibromialgia, e acredito que o
paciente entendeu a explicagao.

Médico do estudo/investigador Data

Telefones para contato:

Responsavel pela Pesquisa: Profa e Dra Débora d’Avi  la Reis 3499- 2820
Comité de ética pesquisa do IPSEMG

Coordenadora: Magali Oliveira Lima

Tel: 3237-2145

End: Alameda Ezequiel Dias, 224, 110 andar



ANEXO 2
M.I.N.I.- Plus

Mini- International Neuropsychiatry Interview

Ancxo: Modulo Episadio Depressive Maior da versdo brasileira do MINI 5.0, {DSM-I'V)*

L IR DIRETAMENTE AO{S) QUADRO(S) DIAGNOSTICOS), ASSINALAR NAO EM CADA UM E PASSAR AD MODULO sEGUINTE

A, EPISOINO DEPRESSIVO MAIOR

Al Nas duas dltimas semanas, sentiu-s¢ triste, desanimado(a), deprimido(a). durante a maior
parte do dia, quase todos os dias? NAO SIM 1
A2 Nas duas altimas semanas, teve, quase todo tempo, o sentimento de ndo ter mais gosto por
nada, de ter perdido o interesse ¢ o prazer pelas coisas que Ihe agradam habitualmente? Néﬁ SIM 2
Al OU A2 SAQ COTADAS SIM ? NAO SiM
Al Durante as duas altimas scmanas, quando se sentia deprimido(a) / sem interesse pela
maioria das coisas:
a O seu apetite mudou de forma significativa, ou o seu peso aumentou ou diminuiu sem que
o tenha desejado 7 (variagio de + 5% ao longo do més, isto &, + 3,5 Kg, para uma pessoa de
65 Kgb cotak SIM, sg RESPOSTA SIM nusm caso ou o Outro NAO SIM 3
b Teve problemas de sonoe quase todas as noites (dificuldade em pegar no sono, acordar no
meio da noite ou muito cedo, dormir demais)? NAO  SIM 4
¢ Falou ou movimentou-se mais lentamente que de costume ou pelo contririo, semtiu-se
agitado(a) ¢ incapaz de ficar sentado quicto, quase todos os dias? NAO  SIM 5
d  Sentiu-sc a maior parte do tempo cansado{a), sem energia, quase todos os dias? NAO  SIM [
¢ Sentiu-s¢ sem valor ou culpado{a), quase todos os dias? NAO  SIM 7
f  Teve dificuldade para concentrar-se ou tomar decisdes, quase todos os dias? NAO  SIM 8
g Teve, por virias vezes, pensamentos ruins como, por exemplo, pensar que seria melhor
estar morto{a) ou pensar em fazer mal a si mesmofa)? NAOQ  SIM 9
A4 HA PELO MENOS 3 RESPOSTAS «SIM» EM A3? NAO SIM
{oud se Al QU A2 = “NAO")
EPISODIO DEPRESSIVO
SLAOR ATUAL
SE 0(a) ENTREVISTADO{A) arrsexta U EMsopio Depressivo Maor ATuar :
ASa Ao longo da sua vida, teve outros periedos de 2 semanas ou mais, em que s¢ sentiu depri-
mido (a) ou sem interesse pela maioria das coisas ¢ durante os quais teve os problemas dos P
quais falamos [ SINTOMAS EXPLORADOS DE A3aa A3g |? NAO  SIM 10
b Desta vez, antes de se sentir deprimidola) ¢/ou sem interesse pela maionia das coisas,
sentia-se bem desde ha pelo menos dois meses? NAO  SIM 11
ASb E COTADA SIM ? NAOD SIM

1992, 1994, 1998 Shechan, Lecrubier et al. Tradugio: P Amorim

EPISODIO DEPRESSIVO
MLAHIE PASSAIND
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ANEXO 3
Critérios DSM-IV para episodio depressivo maior

A. Cinco (ou mais) dos seguintes sintomas estiveram presentes durante 0 mesmo periodo
de 2 semanas e representam uma alteracdo a partir do funcionamento anterior. Pelo menos
um dos sintomas é:

(1) humor deprimido ou;

(2) perda do interesse ou prazer.

Nota: N&o incluir sintomas nitidamente devidos a uma condi¢cdo médica geral ou alucinacdes
ou delirios incongruentes com o humor.

(1) humor deprimido na maior parte do dia, quase todos os dias, indicado por relato subjetivo
(por ex., sente-se triste ou vazio) ou observacao feita por outros (por ex., chora muito).
Nota: Em criancas e adolescentes, pode ser humor irritavel

(2) interesse ou prazer acentuadamente diminuidos por todas ou quase todas as atividades
na maior parte do dia, quase todos os dias (indicado por relato subjetivo ou observacéo feita
por outros)

(3) perda ou ganho significativo de peso sem estar em dieta (por ex., mais de 5% do peso
corporal em 1 més), ou diminuicdo ou aumento do apetite quase todos os dias.

Nota: Em criancas, considerar falha em apresentar os ganhos de peso esperados

(4) insbnia ou hipersonia quase todos os dias

(5) agitacao ou retardo psicomotor quase todos os dias (observaveis por outros, nao
meramente sensac¢des subjetivas de inquietacdo ou de estar mais lento)

(6) fadiga ou perda de energia quase todos os dias

(7) sentimento de inutilidade ou culpa excessiva ou inadequada (que pode ser delirante),
quase todos os dias (ndo meramente auto-recriminacdo ou culpa por estar doente)

(8) capacidade diminuida de pensar ou concentrar-se, ou indecisédo, quase todos os dias
(por relato subjetivo ou observacéo feita por outros)

(9) pensamentos de morte recorrentes (ndo apenas medo de morrer), ideacdo suicida
recorrente sem um plano especifico, tentativa de suicidio ou plano especifico para cometer
suicidio

B. Os sintomas causam sofrimento clinicamente significativo ou prejuizo no funcionamento
social ou ocupacional ou em outras areas importantes da vida do individuo.

C. Os sintomas nao se devem aos efeitos fisiologicos diretos de uma substancia (por ex.,
droga de abuso ou medicamento) ou de uma condicdo médica geral (por ex.,
hipotiroidismo).

D. Os sintomas nao sao melhor explicados por Luto, ou seja, ap0s a perda de um ente
querido, os sintomas persistem por mais de 2 meses ou sdo caracterizados por acentuado
prejuizo funcional, preocupacao mdérbida com desvalia, ideac¢ado suicida, sintomas psicéticos
ou retardo psicomotor.
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ANEXO 4
INSTRUCOES PARA USAR A FOLHA DE RESPOSTAS

Leia todas as instrucbes com atencdo antes de comecar. Marque todas as respostas na folha de
respostas.

Este questionario contém 240 afirmacdes. Leia cada item com atencao e preencha a alternativa
que melhor corresponder a sua concordancia ou discordancia.

Marque DT se vocé Discordar Totalmente da afirmacdo, ou se ela ndo corresponder, de
maneira alguma, a verdade

Preencha o campo D se vocé Discordar ou se a afirmacdo for, em quase sua totalidade,
incorreta.

Preencha o campo N se vocé for Neutro com relacdo a afirmacéo, se vocé estiver indeciso, ou se
a afirmacéo for ao mesmo tempo, correta e incorreta.

Preencha o campo C se vocé Concordar com a afirmagéo, ou se ela for na maioria das vezes
correta.

Preencha o campo CT se vocé Concordar Totalmente com a afirmacdo ou se ela corresponder
totalmente a verdade.

N&o ha respostas certas ou erradas e vocé ndo precisa ser um especialista para preencher este
guestionario. Seja honesto ao se descrever e dé sua opinido da maneira mais exata possivel.
Certifique-se que sua resposta foi assinalada corretamente ( no namero correspondente ). Se
vocé errar ou mudar de opinido, apague a primeira resposta completamente. Preencha entdo, o
circulo que corresponde a sua resposta certa.

QUESTOES

1. N&o sou uma pessoa preocupada.

2. Eu realmente gosto da maioria das pessoas com quem travo
conhecimento.

3. Tenho uma imaginagao muito ativa.

4. Tenho tendéncia a julgar negativamente e a duvidar das intencdes
dos outros.

5. Sou conhecido(a) pela minha prudéncia e bom senso.

6. Frequentemente fico bravo com a maneira com que as pessoas me
tratam.

7. Eu me retraio e me afasto de multiddes.

8. Preocupacdes estéticas e artisticas ndo sdo muito importantes para
mim.

9. N&o sou astucioso nem fingido.

10.Prefiro manter minhas opcdes em aberto a planejar tudo com
antecedéncia.

11.Raramente me sinto solitario ou triste.

12.Sou dominador, cheio de energia e firme nas minhas opinides.

13.Sem emocobes fortes a vida ndo teria interesse para mim.

14.Algumas pessoas acham que sou egoista e egocéntrico.

15.Tento realizar todas as tarefas que me foram dadas
cuidadosamente.

16.Quando lido com outras pessoas, tenho pavor de cometer gafes.

17.Eu tenho um estilo descontraido no trabalho e no laser.

18.Sou muito preso ao meu jeito de fazer as coisas.

19.Prefiro cooperar com as pessoas do que competir com elas.

20.Sou despreocupado e pouco determinado.

O|O|O|O|0O|O] O|0O|0|0|0| 0O]|O] O|0] O|0o] O|o OOZ
O|O|O|O|0O|O| O|O|0|0|0] OO0 0O|0] 0O|0] 0O|0] oO|o|n

O|O|O|0|0|0O] O|0|0|0|0] 0O|0 0O]0] O|0] 0|0 OOEI
O|O|O|0|0|0O] O|0|0|0|0] 0|0 0O]0] O|0] 0|0 OOU

21.Raramente me excedo em alguma coisa.




22.Frequentemente fico 4vido por diverséo.

23.Muitas vezes gosto de brincar com teorias e idéias abstratas.

24.Eu ndo me importo em me gabar das minhas capacidades e das
minhas realizagbes.

O|0|0O

O|0|0O

O|0|0O

QUESTOES

25.Eu sou muito bom em me organizar para fazer as coisas a tempo.

26.Eu me sinto muitas vezes desamparado e desejando que alguém
resolva meus problemas.

27. De verdade, eu nunca pulei de alegria.

28.Acredito que permitir aos alunos que assistam a oradores polémico
s6 pode confundi-los e desorienta-los.

29.Lideres politicos precisam estar mais atentos ao lado humano de
sua politica.

30.A0 longo dos anos, fiz algumas coisas bem tolas.

31.Assusto-me facilmente.

32.Nao me da muito prazer bater papo com outras pessoas.

33.Tento manter meus pensamentos orientados por limites realistas e
evito dar asas a imaginacao.

34.Acredito que a maioria das pessoas sdo basicamente bem
intencionadas.

35.N&o levo a sério deveres civicos, como por exemplo, votar.

36.Sou uma pessoa de temperamento estavel.

37.Gosto de ter uma porcdo de pessoas ao meu redor.

38.Algumas vezes me deixo absorver completamente pela musica que
estou ouvindo.

39.Se necessario, estou disposto a manipular pessoas para conseguir
0 que quero.

40.Mantenho minhas coisas limpas e em ordem.

41.As vezes me sinto completamente inutil.

42.As vezes eu falho em me afirmar tanto quanto eu deveria.

43.Raramente experimento emocdes fortes.

44.Tento ser educado com toda pessoa que encontro.

45.As vezes ndo sou tdo seguro ou digno de confianca quanto deveria
ser.

46.Poucas vezes, me sinto constrangido quando estou no meio de
outras pessoas.

47.Quando faco alguma coisa, faco-a com determinacéo.

48.Acho interessante aprender e desenvolver novos hobbies
(passatempos).

49.Posso ser sarcastico e mordaz quando necessario.

50.Tenho um conjunto de objetivos bem definidos e trabalho para
atingi-los de uma maneira ordenada.

51.Tenho dificuldades em resistir aos meus desejos.

52.N&o teria prazer em passar as férias em Las Vegas.

53.Acho as discussoes filosoficas aborrecidas.

54.Prefiro ndo falar de mim nem das minhas realizacfes.

55.Desperdico muito tempo antes de me concentrar no trabalho.

56.Sinto que sou capaz de lidar com a maioria de meus problemas.

57.Algumas vezes ja experimentei intensa alegria ou éxtase.

58.Acredito que as leis e as politicas sociais deveriam mudar a fim de
refletir as necessidades de um mundo que esta mudando.

59.Sou teimoso e duro nas minhas atitudes.

60.Eu analiso os fatos antes de tomar uma decisao.

O|O] O|0O|O|0|0|0|0|O] O]|0O] O|0] O] O|0|0|0|0|0] O] O|0|0|o] O] oO|o|o|ol O] oO|o OOEI

O|O] O|0O|0O|0|0|0|0|0] O]|0O] OO0 O] O|0|0|0|0|0] O] O|0|0|o] O] oO|o|o|ol O] oO|o OOU

O|O] O]0O|O|0|0|0|0|0] OO 0O|0] O] 0O]0O|0|o|o|0] O O|0|0|0] O] 0]0|0o|o] O] 0|0 OOZ

O|O] O]0O|O|0|0|0|0|0] 0O]0] 0|0 O] O0O]|0|0|o|0|0] O O|0|0|0] O] 0O]0|0|0] O] 0O|0o] oOo|o|nl o|o|o




61.Raramente me sinto amedrontado ou ansioso.

62.Sou conhecido(a) como uma pessoa afetuosa e amigavel.

63.Tenho uma grande capacidade de fantasiar.

64.Acredito que a maior parte das pessoas ird se aproveitar de voceé,
se vocé deixar.

O|0|0|0O

O|0|0|0O

O|0|0|0O

QUESTOES

65. Eu me mantenho informado e geralmente tomo decisdes
inteligentes.

66.Sou conhecido por ter o sangue quente e 0 pavio curto.

67.Normalmente prefiro fazer as coisas sozinho.

68.Assistir balé ou danca moderna me aborrece.

69.Nao conseguiria enganar ninguém, mMesmo se eu quisesse.

70.N&o sou uma pessoa muito metodica (organizada).

71.Raramente estou triste ou deprimido.

72.Geralmente sou lider dos grupos aos quais pertenco.

73.E importante para mim a maneira como me sinto em relacéo as
coisas.

74.Algumas pessoas me acham frio e calculista.

75.Pago minhas contas imediata e completamente.

76.Algumas vezes ja me senti tdo envergonhado que gostaria de me
esconder.

77.Minha forma de trabalhar habitualmente é vagarosa, mas
constante.

78.Quando acho o jeito certo de fazer alguma coisa, ndo mudo mais.

79.Hesito em expressar minha raiva, mesmo quando é justificada.

80.Quando comego um programa de auto-aperfeicoamento,
normalmente deixo-o de lado apds alguns dias.

81.Tenho pouca dificuldade em resistir a tentacdes.

82.Algumas vezes ja fiz coisas sé “por farra” ou pela emocéo.

83.Gosto de resolver problemas ou quebra-cabecas.

84.Sou melhor que a maioria das pessoas e tenho consciéncia disto.

85.S0u uma pessoa produtiva que sempre faz o seu trabalho.

86.Quando estou sob muita presséo, as vezes sinto como se fosse me
desfazer em pedacos.

87.N&o sou um(a) otimista entusiasmado.

88.Acredito que deveriamos considerar nossas autoridades religiosas
nas decisfes sobre problemas morais.

89.0 que fizermos pelos pobres e velhos, nunca serd demais.

90.Algumas vezes primeiro fago e depois penso.

91.Muitas vezes me sinto tenso e agitado.

92.Muitas pessoas me acham um pouco frio e distante.

93.Ndao gosto de desperdicar meu tempo sonhando acordado.

94.Acredito que a maioria das pessoas com quem lido sdo honestas e
dignas de confianca.

95.Frequentemente, me envolvo em situagdes sem estar devidamente
preparado.

96.Nao sou considerado(a) uma pessoa sensivel ou temperamental.

97.Sinto realmente a necessidade de outras pessoas, se ficar
sozinho(a) por muito tempo.

98.Fico fascinado por modelos (padrdes) que encontro na arte e na
natureza.

99.Ser absolutamente honesto € um jeito ruim de fazer negocios.

100.Gosto de Ter tudo no lugar, pois assim sei exatamente onde
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estado.

101.Algumas vezes tenho experimentado um profundo sentimento de
culpa ou de Ter pecado.

102.Em reunides, normalmente deixo que os outros falem.

103.Raramente presto atencdo ao que estou sentindo no momento.

104.Normalmente procuro ser atencioso e Ter consideracéo.

QUESTOES

105.As vezes trapaceio quando estou jogando paciéncia.

106.Néao fico muito embaracado se as pessoas me ridicularizam ou me
provocam.

107.FreqUentemente me sinto como se estivesse me arrebentando de
tanta energia.

108.Fregientemente experimento comidas novas e de outros paises.

109.Se eu nao gosto de algumas pessoas, eu as faco saber.

110.Trabalho “pra valer” para atingir minhas metas.

111.Quando estou comendo meus alimentos favoritos, tendo a comer
demais.

112.Tenho tendéncia a evitar filmes que sejam chocantes ou
assustadores.

113.As vezes perco o interesse quando as pessoas conversam sobre
assuntos muito abstratos e tedricos.

114.Tento ser modesto.

115.Tenho problemas em fazer com que eu faga os meus deveres.

116.Mantenho a cabeca fria em situacdes de emergéncia.

117.As vezes, fico borbulhando de tanta felicidade.

118.Acredito que idéias diferentes sobre o certo e o errado que
pessoas de outras sociedades tém, podem ser validas para elas.

119.N&o tenho compaixao por pedintes.

120.Sempre peso as consequéncias antes de agir.

121.Raramente me preocupo com o futuro.

122.Gosto muito de conversar com outras pessoas.

123.Gosto de me concentrar em uma fantasia ou sonho e de explorar
todas as suas possibilidades, deixando-0s crescer e se desenvolver.

124.Desconfio quando alguém faz uma coisa boa para mim.

125.Tenho orgulho do meu bom senso.

126.Freqiientemente, fico aborrecido com as pessoas com quem
tenho que lidar.

127.Prefiro trabalhos que posso fazer sozinho sem ser incomodado
por outras pessoas .

128.A poesia tem pouco ou nenhum efeito sobre mim.

129.Detestaria que me considerassem um hipdcrita.

130.Parece que nunca consigo me organizar.

131.Tendo a me culpar quando alguma coisa dé& errado.

132.Muitas vezes, outras pessoas contam comigo para tomar
decisfes.

133.Sinto uma grande variedade de emocdes e sentimentos.

134.N&o sou conhecido(a) por minha generosidade.

135.Quando eu assumo um compromisso, podem contar comigo até o
fim.

136.Freglentemente me sinto inferior aos outros.

137.N&o sou tao rgpido(a) e vivo(a) quanto as outra pessoas.

138.Prefiro passar meu tempo em ambientes que me séo familiares.

139.Quando sou insultado, apenas tento perdoar e esquecer.
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140.Nao me sinto forgado a tomar a dianteira (estar a frente no que
faco).

141.Dificilmente cedo aos meus impulsos.

142.Gosto de estar onde as coisas acontecem.

143.Gosto de resolver quebra-cabecas do tipo que confunde a mente.

144.Tenho 6tima opinido a meu respeito.

145.Quando comego um projeto, quase sempre termino.

QUESTOES

146.Para mim, muitas vezes é dificil tomar decisdes.

147.Nao me considero especialmente alegre e despreocupado
("desencanado").

148.Acredito que a lealdade a nossos ideais e principios é mais
importante do que ter "a mente aberta".

149.As necessidades humanas deveriam ter sempre prioridade sobre
consideracfes econbmicas.

150.Frequentemente faco coisas levado(a) pelo impulso do momento.

151.Freqgientemente me preocupo com coisas que podem dar errado.

152.Para mim é féacil sorrir e ser sociavel com estranhos.

153.Se percebo que estou comegando a sonhar acordado,
normalmente me concentro em alguma atividade ou trabalho.

154.Minha primeira reacdo € confiar nas pessoas.

155.Nao me parece que eu seja completamente bem sucedido em
alguma coisa.

156.E preciso muito para me deixar louco da vida.

157.Prefiro passar as férias numa praia cheia de gente do que numa
cabana isolada no bosque.

158.Certos tipos de musica exercem uma fascinagdo sem limites sobre
mim.

159.As vezes eu manipulo as pessoas para que elas facam o que eu
quero.

160.Tenho tendéncia a ser exigente e dificil de agradar

161.Eu tenho uma opinido ruim a meu respeito

162.Prefiro seguir meu préprio caminho do que ser lider de outras
pessoas.

163.Eu raramente percebo os estados de espirito e sentimentos que
diferentes ambientes produzem.

164.A maior parte das pessoas que eu conheco gostam de mim.

165.Eu me mantenho rigorosamente fiel aos meus principios éticos.

166.Eu me sinto a vontade na presencga dos meus chefes ou de outras
autoridades.

167.Eu normalmente pareco estar apressado.

168.As vezes eu faco algumas mudancas em na casa so para
experimentar alguma coisa diferente.

169.Se alguém comeca uma briga, eu estou pronto para revidar.

170.Eu me esforco para conseguir tudo que eu puder.

171.Algumas vezes eu como até passar mal.

172.Adoro a emocédo da montanha russa.

173.Eu tenho pouco interesse em especular sobre a natureza do
universo ou sobre a condicdo humana.

174.Eu sinto que ndo sou melhor que outros, ndo importando a
condicdo deles.

175.Quando um projeto torna-se muito dificil, eu me sinto inclinado a
comegar um novo.
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176.Eu consigo me controlar muito bem em situagdes de crise.

177.Eu sou uma pessoa alegre e animada ("alto astral").

178.Eu me considero uma pessoa aberta e tolerante em relagédo ao
estilo de vida de outras pessoas.

179.Eu acredito que todos o0s seres humanos séo dignos de respeito.

180.Eu raramente tomo decisdes precipitadas.

181.Eu tenho menos "medos” do que a maioria das pessoas.

182.Eu tenho um forte apego emocional aos meus amigos.

183.Quando crianca, eu raramente gostava de jogos de faz de conta.

QUESTOES

184.Eu tendo a imaginar o melhor das pessoas.

185.Eu sou uma pessoa muito competente.

186.Ha momentos em que tenho me sentido amargo e ressentido.

187.0s encontros sociais sao geralmente entediantes para mim.

188.Algumas vezes, quando estou lendo poesia ou olhando para uma
obra de arte, eu sinto um arrepio ou uma onda de emocéao.

189.As vezes eu intimido ou adulo ("puxo o saco") para que as
pessoas facam o que eu quero.

190.N&o sou compulsivo com limpeza.

191.As vezes as coisas me parecem desoladoras e sem esperanca.

192.Nas conversas, eu tendo a falar a maior parte do tempo.

193.Acho facil ter empatia, isto é, sentir o que 0s outros estéo
sentindo.

194.Penso em mim mesmo como uma pessoa caridosa.

195.Eu tento fazer os trabalhos cuidadosamente para que eles n&do
precisem ser feitos novamente.

196.Se eu disse ou fiz alguma coisa errada para alguém, eu mal posso
encarar essa pessoa hovamente.

197.Minha vida tem um ritmo agitado

198.Nas férias, eu prefiro retornar a um lugar auténtico e conhecido.

199.Eu sou obstinado e teimoso.

200.Eu busco exceléncia (perfeicdo) em tudo que eu fago.

201.As vezes eu faco coisas impulsivamente, das quais mais tarde eu
me arrependo.

202.Eu me sinto atraido por cores vivas e estilos exuberantes.

203.Eu tenho muita curiosidade intelectual.

204.Eu prefiro elogiar os outros do que ser elogiado(a).

205.Existem tantas pequenas tarefas que precisam ser feitas que, as
vezes, eu simplesmente ignoro todas elas.

206.Mesmo quando tudo parece estar dando errado, eu ainda consigo
tomar boas decisdes.

207.Eu raramente uso palavras com "fantastico!" ou "sensacional!”
para descrever minhas experiéncias.

208.Eu acho que se as pessoas hdo sabem em que acreditar aos 25
anos de idade, tem alguma coisa errada com elas.

209.Eu tenho compaixdo por pessoas com menos sorte do que eu.

210.Eu planejo cuidadosamente e com antecedéncia quando vou
viajar.

211.As vezes pensamentos assustadores vém a minha mente.

212.Eu me interesso pessoalmente pelas pessoas com quem trabalho.

213.Eu teria dificuldades em deixar minha mente vaguear sem controle
ou direcdo.

214.Tenho bastante fé na natureza humana.
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215.Sou eficiente e eficaz no meu trabalho. O| O] O] O
216.Mesmo pequenos contratempos podem ser frustrantes para mim. O| O | O] O
217.Eu gosto de festas cheias de gente. O| O | O] O
218.Eu gosto de ler poesias que déem mais énfase aos sentimentose | O | O | O | O
imagens do gue a historias.
219.Eu me orgulho da minha astucia em lidar com as pessoas. O] 0] 0] O
220.Eu gasto muito tempo procurando por coisas que pus fora do oO| O] O] O
lugar.
221.Muito vezes, quando as coisas dao errada, eu fico O O @) @)
desencorajado(a) e tenho vontade de desistir.

QUESTOES DT |D N C
222.Eu ndo acho facil assumir o comando de uma situacao. O| O | O] O
223.Coisas estranhas - como certos aromas ou nomes de lugares 0| o0 | O] O
distantes - podem evocar em mim fortes emocoes.
224 .Eu me desvio da minha trajetéria para ajudar os outros, se eu O| O] O] O
puder.
225.Eu teria que estar realmente doente para faltar a um dia de 0| o0 | O] O
trabalho.
226.Quando as pessoas que eu conheco fazem coisas tolas, eu fico O| O] O] O
envergonhado por elas.
227.Eu sou uma pessoa muito ativa. O] O] O] O
228.Eu fago sempre o0 mesmo caminho quando vou a algum lugar. O] 0] 0] O
229.Freglentemente eu entro em discussdes com minha familia e O| O] O] O
colegas de trabalho.
230.Eu sou uma espécie de viciado em trabalho (workaholic). O] O] O] O
231.Eu sempre consigo manter meus sentimentos sobre controle. O] 0] 0] O
232.Eu gosto de fazer parte da multiddo nos eventos esportivos. O] 0] 0] O
233.Eu tenho uma ampla variedade de interesses intelectuais. O| O | O] O
234.Eu sou uma pessoa superior. O O O | O
235.Eu tenho muita autodisciplina. O] O] O] O
236.Eu sou bastante estavel emocionalmente. O| O] O] O
237.Eu rio facilmente. O| O | O] O
238.Eu acredito que a "nova moralidade" baseada na permissividade, O| O] O] O
ndo é moralidade nenhuma.
239.Eu preferiria ser conhecido como "misericordioso" do que "justo”. O] 0] 0] O
240.Eu penso duas vezes antes de responder uma pergunta. O] 0] 0] O




ANEXO 5

Avaliacédo Pessoal - BIS 11

Nome: Data:

/

/
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Instrucdes: As pessoas divergem nas formas em que agem e pensam em diferentes situacdes. Isto
€ um teste para avaliar algumas das maneiras que vocé age ou pensa. Leia cada afirmacéo e
preencha o circulo apropriado no lado direito da pagina. Nao gaste muito tempo em cada afirmacéao.
Responda rapidamente e honestamente.

rarament
e
ou

>
c
=]
O
o]

devez com
em frequén- sempre/

guando cia

quase

sempre

. Eu planejo tarefas cuidadosamente

. Eu fago coisas sem pensar

. Eu sou despreocupado (confio na sorte - "desencanado")

. Eu tenho pensamentos rapidos

Eu planejo viagens com bastante antecedéncia

. Eu sou controlado

. Eu me concentro facilmente

. Eu poupo regularmente

1
2
3
4
5.
6
7
8
9

. Eu acho dificil ficar sentado sem mexer por longos

periodos de tempo
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10.

Eu sou um pensador cuidadoso

11.

Eu fago planos para um trabalho seguro

12.

Eu falo coisas sem pensar

13.

Eu gosto de pensar em problemas complexos

14.

Eu troco de trabalho

15.

Eu ajo por impulso

16.

Eu fico facilmente entediado quando estou resolvendo

problemas mentalmente

17.

Eu faco “chek-up” médico e odontoldgico regularmente

18.

Eu atuo irrefletidamente levado pelas circuntancias

19.

Eu sou um pensador equilibrado

20.

Eu troco de moradia

21.

Eu compro coisas por impulso

22.

Eu acabo o que comeco

23.

Eu ando e me mexo rapido

24.

Eu resolvo problemas por tentativa e erro

25.

Eu gasto ou compro a prestagao mais do que ganho

26.

Eu falo rapido

27.

Eu tenho idéias fora de contexto quando estou pensando

28.

Eu estou mais interessado no presente do que no futuro

29.

Eu fico inquieto em palestras ou conversas

30.

Eu fago planos para o futuro
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