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RESUMO

Introducio: Estudos recentes convergem para a participagdo das espécies reativas de
oxigénio (EROs) e do glutamato (GLU) na modulag¢dao da dor. O presente estudo tem como
objetivo avaliar os niveis de EROs em células mononucleares do sangue e liquor nas situacdes
de dor cronica, aguda ou auséncia de dor. Desejou-se ainda estudar variagdes dos niveis
liquéricos de GLU nas trés situacdes. Por fim, estudou-se a resposta clinica a medicagao
antioxidante na dor cronica e sua influéncia na produgdo de EROs por células mononucleares
do sangue. As hipdteses a serem testadas sao de que existe um aumento das espécies reativas
de oxigénio em pacientes com dor cronica, aumento do glutamato liquorico em pacientes com
dor aguda e resposta analgésica em pacientes tratados com medicacao antioxidante.

Métodos: Quarenta pacientes com doenca articular e candidatos ao tratamento cirurgico
foram alocados em trés grupos: dor cronica (n=15), dor aguda (n=12) e auséncia de dor
(n=13). A dor foi avaliada pela escala visual analdgica (EVA) e indice WOMAC (Western
Ontario and McMaster Universities Index of Osteoarthritis). Para determinag¢dao das EROs foi
utilizado o indicador DCHF-DA. Os niveis de glutamato foram estimados pelo ensaio
enzimatico em que o glutamato presente no liquor sofre oxidagdo pela enzima glutamato
desidrogenase (GDH). Para analise estatistica foi utilizado o software Prism 5 for Windows.
Em outro protocolo, a medicagdo antioxidante (ArtroTabs®) foi oferecida a 14 pacientes
portadores de gonartrose por 3 meses. Foram avaliados: EVA, WOMAC e producao de EROs
por células mononucleares do sangue antes e apos o tratamento.

Resultados: Nao houve diferenca na fluorescéncia maxima ¢ coeficiente de inclina¢ao da
curva obtida pelo DCHF-DA para as amostras de sangue e liquor nos grupos dor cronica, dor
aguda e auséncia de dor. A comparacao da média dos niveis de glutamato liquérico revelou
diferenca estatisticamente significante entre o grupo de dor aguda e os demais. Os pacientes
que receberam a medicagdo antioxidante por trés meses apresentaram melhora da EVA e do
indice WOMAC, todavia nao houve alteracao correspondente nos niveis de EROs.

Conclusées: Os niveis liquoricos de GLU s3ao mais elevados em pacientes com dor aguda. A

medicacdo ArtroTabs® possivelmente reduz a dor em pacientes com dor cronica.

Descritores: Estresse oxidativo, acido glutamico, osteoartrite



ABSTRACT

Introduction: Investigation of chronic pain mechanisms and analgesia constitute a promising
research field. Recent studies attribute to reactive oxygen species (ROS) and glutamate
(GLU) a central role in pain modulation. Our study aims to evaluate the relationship among
serum and cerebrospinal fluid (CSF) ROS, CSF GLU, chronic/acute or no pain situations. In
addition, we assessed the treatment of chronic pain by an antioxidant medication and

influences on serum levels of ROS.

Methods: Forty patients were distributed according to pain symptoms: chronic (n = 15), acute
(n = 12) and no pain (n = 13). Pain was assessed by visual analogue scale (VAS) and
WOMAC index (Western Ontario and McMaster Universities Osteoarthritis Index). ROS was
measured by DCHF-DA essay. Statistical analysis employed Prism 5 software for Windows.
Fourteen patients with knee osteoarthritis and chronic pain have taken antioxidant medication
for three months. VAS, WOMAC and ROS serum levels were registered before and after

treatment.

Results: Analysis of maximum fluorescence and DCHF-DA curve inclination for peripheral
blood and cerebrospinal fluid samples did not reveal difference among chronic, acute and no
pain groups. Comparison of glutamate levels in CSF samples showed a statistically significant
difference between acute pain and the other groups. Patients who took an antioxidant
medication for three months showed improvement in VAS and WOMAC index, but there was
no correspondence in ROS levels. Linear correlation analysis suggested a better response in

VAS for patients with long lasting pain complains.

Conclusions: Higher cerebrospinal fluid GLU levels were identified in acute pain group. The

antioxidant medication reduced pain in chronic group.
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1. INTRODUCAO



1.1 Espécies reativas de oxigénio (EROs) e sistema antioxidante

As espécies reativas de oxigénio (EROs) sdo substancias produzidas de forma
natural ou por alguma disfuncdo biologica e sdo fundamentais nas reagdes bioquimicas dos
seres com metabolismo aerdbico. Caracterizam-se pela presenca de um elétron
desemparelhado no atomo de oxigénio. No organismo estdo envolvidas no processo de
producdo de energia, fagocitose, crescimento celular, sinalizagdo e sintese de algumas
substancias. Seu excesso pode levar a peroxidagdo de lipidios das membranas celulares,
disfungdo de enzimas, desregulacdo no metabolismo de carboidratos e do DNA.(Barreiros,
David e David, 2006)

Os antioxidantes podem agir como enzimas, a exemplo da glutationa peroxidase
(GPx), catalase e superdxido dismutase (SOD) ou ndo, a exemplo da glutationa, peptideos de
histidina e proteinas ligadas ao ferro (transferrina e ferritina).(Barreiros, David e David, 2006)

Além dos antioxidantes produzidos pelo organismo, existem aqueles provenientes
da dieta como o a-tocoferol (vitamina E), B-caroteno (provitamina A), acido ascoérbico (AA -
vitamina C), e compostos fenolicos onde se destacam os flavonoides e poliflavondides O
interesse no estudo dos antioxidantes advém, principalmente, das recentes descobertas sobre a
participagdo dos radicais livres em varias doencas.(Barreiros, David e David, 2006)

O 4cido ascorbico ¢ incorporado nas células por transportadores de sodio (sodium
vitamin C transporters — SVCTs) e glicose (glucose transporters — GLUTs 1 e 3). No cérebro
a interacdo entre neurdnios e astrécitos regula os niveis de AA uma vez que essa molécula
participa na protecao antioxidante, sintese de catecolaminas e peptideos, formagao da mielina,
funcionamento das sinapses, protecao contra a neurotoxicidade pelo glutamato e diferenciagao
celular. Vale destacar que a molécula do AA ¢ hidrofilica e sua passagem pela membrana
hematoencefalica depende de transportadores. Esse fato foi comprovado por estudos com
carbono 14 em ratos sem SVCTs. A acdo do AA no cérebro ocorre predominantemente no
hipocampo, participando da neurotransmissao com 0xido nitrico. A incorporacdo do AA na
forma oxidada ocorre pelos receptores GLUT, como a forma oxidada tem livre passagem a
célula reduz o AA com objetivo de manter a substancia no meio intracelular. (Nualart et al.,

2014)



1.2 Osteoartrite (OA), EROs, glutamato e dor

A osteoartrite (OA) ¢ um grupo de doencas que acomete as estruturas da articulagao
incluindo cartilagem, osso subcondral, ligamentos e musculos periarticulares. A causa da OA
¢ controversa, entretanto pode-se afirmar que uma miriade de fatores converge para um
denominador comum que ¢ a degeneragdo da cartilagem articular e exposi¢do do 0sso
subcondral. (Cole e Harner, 1999)

O tratamento conservador da OA tem carater paliativo, ndo consegue impedir a
progressdo da doenca e est4 relacionado a elevada taxa de maus resultados a longo prazo. A
dor crdnica ¢ o sintoma mais proeminente da OA e sua regulacao ¢ complexa, ocorrendo por
meio de nociceptores no osso subcondral, capsula articular, membrana sinovial, ligamentos e
periosteo. A lesdo articular tem como consequéncia a producao de mediadores inflamatérios
(ex: TNF, interleucinas, substancia P), sinalizadores (ex: B-catenina) e proteases que podem
modular a dor na periferia (neurénios do corno dorsal da medula e nociceptores) ou
centralmente (estimulos que atingem o talamo pelo trato espinotalamico e sdo interpretados
no cortex). (Lee et al., 2013)

A 1inibi¢ao farmacoldgica do anion superdxido (SO) e peroxinitrito (PN) pode
prevenir e reverter as caracteristicas patologicas associadas a dor neuropatica e inflamatoria.
As substancias N-tert-butylnitrone (PBN) e 4-hydroxy-2,2,6,6- tetramethylpiperidine 1-oxyl
(TEMPOL) sao consideradas antioxidantes inespecificos e estudos ja comprovaram sua
eficacia na dor neuropatica, visceral e inflamatoria. O anion superoxido (O;), produzido pela
enzima NADPH oxidase da membrana celular e pelas mitocondrias, combina-se com o 6xido
nitrico (NO) e d4 origem ao anion peroxinitrito. A enzima superoxido dismutase (SOD) ¢
responsavel por remover o O, produzido pelas vias citadas anteriormente.(Salvemini et al.,
2011)

A proteina quinase C (PKC) ¢ ativada na dor cronica e aguda, regulada pelas
espécies nitrooxidativas (peroxinitrito e superdxido), podendo essa ativagdo ser periférica ou
central. Perifericamente ela estd relacionada a vias de sinalizacao dependentes de proteina G,
centralmente ela ocorre em células da glia e neurdnios a partir da estimulagdo glutamatérgica.
A PKC estimula a migragdo de NADPH para a membrana celular e aumenta a producao de
O, (Salvemini et al., 2011)

O Oy e o NO participam da modulagao central da dor cronica. Sabe-se que o Oy
ativa proteinas, incluindo a PKC que estd envolvida no processo de sensibilizagao dos

neurdnios espinhais. Trabalho com animais submetidos a ligadura cirargica da raiz de L5
3



induzindo uma situacdo de dor neuropatica mostrou que o O, e o NO atuam por vias
bioquimicas independentes nesta situacdo. Os autores utilizaram TEMPOL (conhecido
“scavenger” de O;") e uma substancia conhecida como L-NAME (inibidor ndo seletivo da
NO sintetase) e verificaram que ambos s3o capazes de reduzir a hiperalgesia avaliada pelo
teste de dor com monofilamentos de Von Frey. A utilizagdo de um catalisador para a
decomposi¢ao do peroxinitrito (5,10,15,20-tetrakis (N-methyl-4-pyridyl) porphyrinato iron I1I
(FeTMPyP) nao foi capaz de reverter a hiperalgesia induzida pelo NO ou O,, comprovando
que o peroxinitrito ndo € o produto comum que justifica a hiperalgesia nestes casos. Neste
trabalho foi demonstrado ainda que a hiperalgesia relacionada ao O, depende da ativagdo da
PKC. O NO ¢ conhecido como um mensageiro retrogado, pois € produzido no neurénio pos-
sindptico e estimula a liberacdo do glutamato pelo neuronio pré-sinaptico via GMPc. O Oy
atua principalmente nos neurdnios pos-sindpticos do corno posterior da medula. Neste
trabalho os autores concluiram que apesar de contribuirem para a ocorréncia da dor
neuropatica, o O,” e o NO atuam no nivel pds e pré-sinaptico respectivamente. (Kim et al.,
2009)

Wang et al. reportaram que o SO participa da mediacdo da dor na inflamagao. Os
autores mostraram que um analogo da enzima superéxido desmutase (SOD) foi capaz de
reduzir a dor relacionada a inflamagao em um modelo animal. (Wang ef al., 2004)

Inibidores da oxido nitrico sintase foram relacionados como alternativas para
tratamento da dor neuropatica e inflamatoria. Tal et al. injetaram um antioxidante sist€émico
(4-hydroxy-2,2,6,6-tetramethylpiperidine-1-oxyl -TEMPOL) em ratos e observaram redugdo
na hiperalgesia induzida pelo calor em um modelo animal de dor neuropatica.(Tal, 1996)

Wylde et al. avaliaram a incidéncia de dor pos-artroplastia do quadril e joelho e
sugeriram a existéncia de um processo de sensibilizagdo que predisporia, em determinados
pacientes, o desenvolvimento de dor cronica, mesmo apds o tratamento cirurgico.(Wylde et
al.,2011)

Sabe-se que a dor aguda ocorre a partir do estimulo de nociceptores periféricos
que transmitem a mensagem ao cérebro. A dor cronica por sua vez estd relacionada a
sensibilizacao periférica ou central dos nociceptores. O termo sensibilizagdo refere-se a
redu¢do do limiar para dor ou aumento da resposta ao estimulo doloroso. A sensibilizagao
periférica refere-se a alteragcdo das caracteristicas dos receptores periféricos, por fenomenos
como a inflamacgao. A sensibilizacdo central envolve mudanca nas caracteristicas das células
responsaveis pela transducdo de sinal da dor, em especial os neuronios do corno posterior da

medula espinhal.(Wylde et al., 2011)



A sensibilizagdo periférica estd ligada ao desenvolvimento de sensibilizacao
central. Todavia, apds o estimulo inicial a sensibilizacdo central pode ser mantida sem o
componente periférico, envolvendo os receptores de N-methyl-D-aspartate (NMDAR) e
varios mediadores locais, tais como as EROs como O,, NO e peroxinitrito.(Wylde et al.,
2011)

Alteragdes na transmissdao glutamatérgica ¢ modulagdao de canais i6nicos como o
TRPV1 (transient receptor potential cation channel, subfamily V, member 1) estdo
relacionados a sensibilizagdo central e a dor neuropatica. Algumas proteinas, tais como a PKC
e NMDAR, que sao proteinas envolvidas no desempenho da transmissao glutamatérgica tém

sua funcao alterada pelo peroxinitrito apds a tradugao em neurdnios. (Salvemini et al., 2011)



2. OBJETIVOS



Este estudo tem como objetivo principal avaliar a producdo de espécies reativas
de oxigénio (EROs) por cé¢lulas mononucleares do sangue periférico e liquor em um grupo de
pacientes com dor cronica; um grupo com dor aguda; € um grupo sem dor.

Acrescenta-se no escopo do estudo a inferéncia dos niveis de glutamato nas trés
categorias de pacientes e sua correlagdo com os niveis plasmaticos e liquéricos de EROs.

Sao objetivos secundarios: estabelecer valores de referéncia para a produgao de
EROs no liquor de seres humanos por células mononucleares utilizando o indicador
fluorescente 2’ 7’ - diclorofluorosceina diacetato (DCHF-DA).

No segundo estudo avaliou-se a sintomatologia algica, indice funcional WOMAC
e niveis de EROs no sangue periférico de pacientes submetidos a tratamento medicamentoso

com complexo vitaminico antioxidante (ArtroTabs) por 3 meses.



3. METODOS



O estudo ¢ composto de trés etapas. Na primeira, compararam-se os niveis de
producdo de espécies reativas de oxigénio por células mononucleares isoladas no sangue
periférico e no liquor de pacientes sem dor, com dor aguda e dor cronica. Na segunda, foram
comparados os niveis de glutamato no liquor de pacientes sem dor, com dor aguda e dor
cronica. Na terceira, foi estudada a resposta clinica da dor cronica a medicacao antioxidante e
sua correlacdo com as espécies reativas de oxigénio no sangue periférico. Para fins didaticos,
a metodologia sera dividida em trés blocos que se referem a cada etapa separadamente.

O trabalho foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa da Santa Casa de

Misericordia de Belo Horizonte em 30 de margo de 2012, protocolo 003/2012 (anexo 1).

3.1 Relacio entre as espécies reativas de oxigénio no sangue periférico e no
liquor em pacientes com dor aguda, cronica e sem dor

3.1.1 Pacientes

Quarenta pacientes do Servico de Ortopedia e Traumatologia do Hospital das
Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais foram alocados em um dos trés grupos: dor
cronica (n=15), dor aguda (n=12) e auséncia de dor (n=13).

Os pacientes foram orientados sobre o objetivo do trabalho e as implicagdes de
sua participagao. Apos a assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido, foram
incluidos no estudo (anexo 2 - TCLE).

O grupo de pacientes com dor cronica foi constituido por individuos com dor por
periodo superior a dois anos, idade maior que 50 anos e quadro de gonartrose refrataria ao
tratamento conservador com indicacdo de artroplastia total do joelho. O grupo de dor aguda
era composto por portadores de fratura do tornozelo com indicagdo de tratamento cirtrgico,
sem historia pregressa de dor cronica ou artrose. O grupo sem dor foi formado por candidatos
a reconstrugdo cirargica do ligamento cruzado anterior (LCA) todos eles, apesar da lesdo
ligamentar, sem queixa algica no momento da coleta.

Foram excluidos pacientes com diagnostico de doenca reumatologica, diabetes
mellitus, tabagistas, aqueles com dor cronica que ndao era provocada pelo quadro de
gonartrose ou pacientes com lesdo do LCA com qualquer queixa algica.

Os critérios de inclusdao no trabalho foram definidos a partir da necessidade de se

obter amostras de sangue periférico e liquor do mesmo paciente, ter trés grupos definidos
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quanto as caracteristicas da dor, além de se afastarem fatores que poderiam interferir nos

valores das EROs.

3.1.2 Avaliacao da dor

A dor foi avaliada pela escala visual analogica (EVA) e o indice WOMAC
(Western Ontario and McMaster Universities Index of Osteoarthritis).

A EVA mensura a dor referida pelo paciente identificando-se sua intensidade em
uma régua ilustrada em que 0 corresponde a auséncia de dor e 10 a pior dor possivel. Trata-se
de estratégia sensivel e reprodutivel para avaliacao da dor. O modelo utilizado neste trabalho

esta reproduzido abaixo.

VEVE; |
O | 1] 2§ 3| 4N E-EEGEIRTY 8 | 9 | 10
® € & 2 o A

Figura 1: Modelo utilizado no trabalho para avaliacdo da escala visual analdgica (EVA). Fonte:

http://www.ebah.com.br/content/ ABAAAfgHUAA/dor-quinto-sinal-vital

O questionario de WOMAC foi aplicado no periodo pré-operatédrio de acordo com

modelo validado para a lingua portuguesa (anexo 3).(Fernandes, 2003)

3.1.3 Obtencao de células mononucleares e dosagem de EROs no sangue e

liquor

Foram obtidas amostras de 4mL de sangue periférico de todos os pacientes
incluidos no estudo. A puncao foi feita na veia mediana do antebrago escolhido pelo paciente.
As amostras foram armazenadas em frasco heparinizado para transporte até o laboratério do
Instituto de Ensino e Pesquisa da Santa Casa de Misericordia de Belo Horizonte.

O liquor era obtido no momento da pun¢do lombar para raquianestesia. O volume
colhido foi de 1 mL obtido por gotejamento gravitacional em frasco estéril. Apds coleta, o
liquor foi armazenado em caixa de isopor com gelo para transporte imediato até o laboratorio.

As células mononucleares foram isoladas a partir do sangue periférico de acordo
com a técnica de Ficoll Hipaque adaptada de Bicalho (1981). Em um tubo de ensaio

siliconizado eram adicionados 4.0 mL de sangue periférico heparinizado sobre 6.0 mL de
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gradiente de Ficoll-Hypaque (GE Healthcare Bio-Sciences AB, Sweden), com densidade
1.007 g/mL. Essa transferéncia era feita lentamente, com auxilio de pipeta de Pasteur,
fazendo-se escoar um filete de sangue na parede do tubo de modo a evitar que o sangue se
misturasse com a solugdo gradiente para que ao final formasse um sistema de duas fases
distintas. Em seguida, o tubo foi, centrifugado a temperatura ambiente, a 370 rcf (relative
centrifugal force) por 20 minutos, originando um "anel", no centro do tubo constituido por
células mononucleares. Este anel foi coletado com auxilio da pipeta de Pasteur, sendo
transferido para um segundo tubo e lavado por duas vezes em PBS (tampao fosfato) por 10
minutos a 160 rcf. Logo apos, as células mononucleares foram adicionadas em ImL de
HEPES glicosado (composi¢do: composi¢ao: 140mM NaCl, 1,5mM MgCl,, 4,17mM
NaHCO3;, SmM Glicose, 5,37mM KCI, 0,44mM KH,POy4, 1,26mM CaCl,, 0,34mM Na,HPO,,
0,41mM MgSO4, 20mM - HEPES). A contagem das células mononucleares foi feita no
microscopio com objetiva de 40x, com auxilio de uma camara de Neubauer. O nlimero de
células/ml expresso foi ajustado ao calculo pela formula: células/ml= numero de células x
dilui¢do (1:100) x 10* /4. A viabilidade celular foi determinada pelo teste de exclusio por
incorporagao de Azul de Trypan a 1%. As células contadas em camara de Neubauer que
incorporaram o Azul de Trypan foram consideradas mortas sendo apenas consideradas vidveis
para o estudo as amostras com viabilidade superior a 90%. (Bicalho, Gontijo ¢ Nogueira-
Machado, 1981)

Ap6s isolamento as células mononucleares foram transferidas para cubeta de
espectrofluorimetro para inicio das leituras de fluorescéncia. A concentracdo de células era
fixada em 1 x 10° células/mL, para um volume final de 2 mL por cubeta. As leituras de
fluorescéncia foram realizadas em espectrofluorimetro Shimadzu modelo RF-5301-PC. O
comprimento de onda de excitagcdo foi configurado em 503 nm, e o de emissdo em 523 nm.
Na anélise do sangue periférico, os dados de fluorescéncia foram coletados por um periodo de
1200 segundos, com taxa de aquisicdo de uma leitura por segundo. A temperatura era
controlada em 37°C durante todo o tempo de registro com auxilio de sistema de aquecimento
e circulagdo de 4gua pela cubeta do fluorimetro. A leitura foi feita sob agitacao constante com
auxilio de barra e agitador magnético. A adi¢cao de SpL. de DCHF-DA ao sistema ocorria apds
60 segundos de registro de autofluorescéncia.

O método para dosagem de ROS no liquor foi padronizado no IEP da Santa Casa de
Misericérdia de Belo Horizonte, em trabalho prévio. Consiste na adigdo de SulL da amostra de

liquor a 2 mL de solugdo PBS e leitura em espectrofluorimetro utilizado no experimento
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anterior. Ap6s estabelecer a linha de base por 30 segundos era adicionado DCHF-DA. A
fluorescéncia foi registrada continuamente por 8 minutos. (Diniz et al., 2014)

A analise das curvas de fluorescéncia foi feita a partir de dois parametros: variagao
maxima de fluorescéncia obtida e coeficiente de inclinacdo da curva de ascensido da
fluorescéncia. O primeiro parametro fornece uma estimativa dos niveis de EROs no interior
das células mononucleares. Nas condi¢cdes de pH e temperatura utilizadas, a intensidade
maxima da fluorescéncia relaciona-se diretamente com os valores de EROs ap6s 20 minutos
de centrifugagcdo. O segundo parametro teria como objetivo estudar a cinética da curva de
fluorescéncia de acordo com o padriao de dor. Dessa forma, poderiam ser identificadas
eventuais diferengas na cinética das reagdes bioquimicas que resultam na fluorescéncia do

DCEF. (Chatchanok et al., 2005) (Figura 3)

Fluorescéncia
maxima (1200s)

Unidade de Fluoresc

DCHF-DA (60s)

Figura 2: Representagdo grafica da curva de fluorescéncia de um paciente do estudo (ATJ 1). Linha vermelha
representa a reta de tendéncia da curva com coeficiente de inclinagdo de 0,71 e concordancia R? 0,99. A seta
amarela indica o momento da adicdio do DCHF-DA que ocorria apds 60 segundos de leitura da
autofluorescéncia. A fluorescéncia maxima foi determinada pela subtragdo da média dos valores da da

fluorescéncia nos ultimos 10 segundos de leitura da fluorescéncia de base (1190 a 1200 s).

3.1.4 Analise estatistica

Os dados foram coletados e armazenados em arquivos do Microsoft Excel (.xIsx) ou
bloco de notas (.txt). Foram avaliadas variaveis clinicas categdricas e numéricas com o
software Prism 5 for Windows. A normalidade de distribuicdo das variaveis numéricas foi
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avaliada da pelo teste Shapiro-Wilk. As varidveis com distribuicdo normal foram comparadas
utilizando o teste ANOVA e o post hoc de Bonferroni e as varidveis com distribuicdo nao-
normal foram comparadas pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis € o post hoc de Dunn.

As varidveis categoricas foram comparadas utilizando o teste Qui Quadrado.

3.2 Niveis de glutamato no liquor de pacientes sem dor, com dor aguda e com
dor cronica

3.2.1 Pacientes

Realizou-se a dosagem dos niveis de glutamato no liquor coletado dos pacientes
na primeira etapa. Por isso, o nimero de pacientes em cada grupo foi mantido: dor cronica

(n=15), dor aguda (n=12) e auséncia de dor (n=13).

3.2.2 Determinacio dos niveis de glutamato no liquor

Para dosar o neurotransmissor, foi realizado o ensaio enzimatico em que o
glutamato presente no liquor sofre oxidagao pela enzima glutamato desidrogenase (GDH).
O NADP+ ¢ o aceptor do elétron desprendido que ao ser excitado por luz em
comprimento de onda de 360nm, emite luz no comprimento de onda de 450nm, que ¢
detectada por um fotomultiplicador no espectrofluorimetro. Dessa maneira pode-se
quantificar o neurotransmissor excitatorio liberado. Os resultados foram normalizados
pelo teor de proteina. (Nicholls, Sihra e Sanchez-Prieto, 1987; Romano-Silva et al., 1993)

A adicdo dos reagentes para o registro de dados no espectrofluorimetro ocorreu na

seguinte ordem:

Inicio 0s
NADP 1 mM 90 s
GDH 5uL (1 U/uL) 150s

Amostra de liquor 50 pLL 300s
Padrio de Glutamato 1 mM | 800 s

Término do registro 900 s

A andlise estatistica seguiu os principios basicos descritos no item 3.1.4, o valor

considerado para comparacao foi a fluorescéncia obtida apds adigdo da amostra de liquor.
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3.3 Avaliacdo da resposta clinica ao tratamento com complexo polivitaminico
antioxidante ArtroTabs ® e correlacao com EROs

Quatorze pacientes portadores de gonartrose foram submetidos a tratamento clinico
com a medicacdo ArtroTabs® (composi¢cdo: magnésio, acido ascorbico, niacina, vitamina E,
zinco, acido pantoténico, manganés, riboflavina, piridoxina, tiamina, cobre, selénio,
cianocobalamina). Na teoria a medicacdo ¢ um suplemento alimentar que fornece vitaminas
antioxidantes - principalmente o cobre que € componente central na enzima superoxido
dismutase (SOD). Os pacientes foram informados sobre os objetivos do estudo e assinaram o
termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE ArtroTabs — Anexo 4).

Os pacientes tiveram a dor avaliada pela EVA e indice WOMAC (ver item 2.1.2) antes
do inicio do tratamento e apds 3 meses de ingestdo didria da medicacdo (1 comprimido ao
dia). Foi obtida amostra de 4mL de sangue periférico na data da primeira avaliacao, antes do
tratamento medicamentoso e no final do terceiro més de tratamento. Nao foi obtida amostra
de liquor ja que os pacientes ndo foram submetidos a tratamento cirirgico e dessa forma
haveria uma invasdo desnecessaria e potencialmente nociva ao sistema nervoso central do
paciente.

A anélise estatistica seguiu os mesmos principios descritos no item 2.1.4.

14



4 RESULTADOS
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3.3 Comparacao dos niveis de EROs em células mononucleares do sangue periférico e

liquor em pacientes com dor cronica, dor aguda e sem dor

Nesta etapa foram avaliados 50 pacientes distribuidos de acordo com a duracdo e
a presenga ou nao da dor. Foram excluidos 10 pacientes submetidos a primeira avaliagdo no
ambulatério que concordaram com a inclusdo no estudo, mas que ndo puderam ser
submetidos a raquianestesia por questoes técnicas (ex: cirurgia prévia na coluna lombar (n=2),
pungdo liquorica traumatica (n=3) ou pacientes que no momento da anestesia admitiram
tabagismo esporadico (n=2) ou histéria pregressa de diabetes mellitus controlado com
mudanca nos hébitos de vida (n=3).

A tabela 1 mostra os dados clinicos dos 40 pacientes incluidos no estudo.

Tabela 1: Caracterizacao dos pacientes envolvidos no primeiro estudo

Dor cronica  Dor aguda  Sem dor p
N 15 12 13 -
Idade® 66 (7) 33(12) 27(10)  P<0,0001
EVA® 9 5 2 P=0,0002
WOMAC* 57 0 5 P<0,0001
Sexo (M:F) 2:13 7:5 12:1
Tempo de sintomas(dias)* 3970 5 598° P<0,0001

* média (desvio padrdo), Bonferroni mostrou diferenga significativa de idade entre o grupo dor cronica € os
. b . . . . . A . d

demais; ° mediana; ¢ Bonferroni mostrou diferenca significativa entre o grupo dor cronica e os demais;

Bonferroni mostrou diferenca significativa entre o grupo dor cronica € os demais; ° tempo decorrido entre a lesdo

e o tratamento cirurgico

A comparagdo da fluorescéncia méxima obtida pelo DCHF-DA para as amostras
de sangue periférico nao revelou diferenga significativa entre os grupos. As médias dos
valores e desvio padrdo foram: grupo com dor cronica: 471£171; grupo com dor aguda:
389+176; grupo sem dor: 448+107 (valores expressos em unidades de fluorescéncia).

Comparagao feita pelo teste ANOVA com p=0,24. (Grafico 1)
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Grafico 1: Valores maximos de fluorescéncia utilizando DCHF-DA. Grupos com distribui¢do normal pelo teste

de Shapiro-Wilk. Comparacdo feita utilizando ANOVA, p=0,24. (n=40)

A comparagdo do coeficiente de inclinagcdo da curva obtida pelo DCHF-DA para
as amostras de sangue ndo revelou diferenca significativa entre os grupos. As médias dos
valores e desvio padrdo foram: grupo com dor crdnica: 0,44+0,16; grupo com dor aguda:
0,41+0,11; grupo sem dor: 0,35+0,17. Comparacao feita pelo teste ANOVA com p=0,34.

A comparagdo da fluorescéncia méxima obtida pelo DCHF-DA para as amostras
de liquor ndo revelou diferenca significativa entre os grupos. As médias dos valores e desvio
padrao por grupo foram para dor cronica: 10,3+6,9; dor aguda: 16,3£11,7; sem dor:
12,4£10,6 (valores expressos em unidades de fluorescéncia). Comparagdo feita pelo teste

ANOVA com p=0,20. (Gréafico 2)
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Grafico 2: Valores maximos de fluorescéncia no liquor utilizando DCHF-DA. Grupos com distribui¢do normal

pelo teste de Shapiro-Wilk. Comparagdo feita utilizando ANOVA, p=0,20. (n=40)

A comparagdo do coeficiente de inclinagcdo da curva obtida pelo DCHF-DA para
as amostras de liquor ndo revelou diferencga significativa entre os grupos. As médias dos
valores e desvio padrdo foram: grupo com dor crdnica: 0,02+0,01; grupo com dor aguda:

0,03+0,02; grupo sem dor: 0,03+0,02. Comparagdo feita pelo teste Kruskal-Wallis com
p=0,51.

3.4 Comparacao dos niveis de glutamato no liquor de pacientes com dor cronica, dor

aguda e sem dor

A comparagdao da média dos niveis de glutamato nas amostras de liquor dos trés
grupos estudados revelou diferenga estatisticamente significante entre o grupo de dor aguda
(fratura do tornozelo) e os outros dois grupos estudados. A média e o desvio padrao foram
respectivamente de 37,2+15,6 para o grupo de dor aguda; de 17,4+11,5 para o grupo de dor
cronica; e de 15,1£6,8 para o grupo sem dor. A comparagao entre os grupos foi feita pelo teste
ANOVA, p=0,01. O teste de Bonferroni foi utilizado para comparacdo entre os grupos.

(Grafico 3)
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Grafico 3: Valores de fluorescéncia no liquor utilizando GDH. Comparagao feita utilizando ANOVA, e teste pos

hoc Bonferroni, p=0,01 (n=40)

3.5 Avaliacdo da resposta clinica ao tratamento com complexo polivitaminico
antioxidante ArtroTabs ® e correlacdo com as EROs no sangue periférico
A caracterizagdo dos 14 pacientes que constituiram a populacdo desta etapa do

estudo esta resumida na tabela 2.

Tabela 2: Dados epidemioldgicos dos pacientes incluidos no estudo sobre agdo clinica do

polivitaminico ArtroTabs

ARTROTABS
n 13
Idade® 61 (8)
Sexo (M:F) 2:11
Tempo de
2639
sintomas(dias)

Na avalia¢ao da dor pela EVA antes do tratamento com o ArtroTabs®, o valor da

mediana foi de 7. Apos trés meses de tratamento, o valor da mediana era 5. A opg¢ao por
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expressar esses dados em mediana deve-se a caracteristica da régua utilizada para

determinagdo da EVA que apresentava apenas numeros inteiros. A comparagdo dos grupos

pelo teste T resultou em p=0,035. (Grafico 4)

Valor EVA

0 } }
Pré-tratamento Pés-tratamento

Grafico 4: Valores da escala visual analdgica de dor (EVA) pré e pos tratamento com ArtroTabs®. Comparagao

feita utilizando teste T, p=0,03 (n=14). Valores de EVA expressos em mediana+1/3° quartil.

O valor da média para o indice WOMAC de avaliagdo funcional antes do tratamento
com o ArtroTabs® foi de 49,5+13,7. Apos trés meses de tratamento, o valor da média foi

reduzido para 28,1+15,0. A comparacdo dos grupos pelo teste T resultou em p=0,002.
(Grafico 5)
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Grafico 5: Valores do questiondrio WOMAC pré e pos tratamento com ArtroTabs®. Comparagdo feita

utilizando teste T, p=0,02 (n=14). Valores expressos em média + desvio padrao
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O valor médio da fluorescéncia maxima utilizando a sonda DCHF-DA antes do
tratamento com ArtroTabs® foi de 390,8+187,4. Apds trés meses de tratamento, o valor da
média foi de 469,3+206,8. A comparagao dos grupos pelo teste T resultou em p=0,32.

A andlise de correlagdo linear entre os valores da EVA apos trés meses de tratamento
com o ArtroTabs® e o tempo de sintomas foi estatisticamente significante pelo teste de
Pearson (p=0,014), coeficiente de correlagcdo -0,26. (Grafico 6) Houve correlacio também

entre os valores para a EVA e o escore WOMAC (p=0,002).
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Grafico 6: Correlagdo entre o tempo de sintomas pré-tratamento ¢ o resultado da EVA pos-tratamento com

ArtroTabs®. Correlagdo de Pearson, p=0,014 (n=14). Valores absolutos.
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5 DISCUSSAO
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O presente estudo teve como objetivos: avaliar a relagdo entre a producao de
espécies reativas de oxigénio (EROs) no sangue periférico e no liquor de individuos sem dor e
com dor aguda e crdnica; estudar a relacdo entre os niveis de glutamato no liquor e a presenca
de dor em seres humanos; relacionar a resposta clinica em pacientes tratados com medicagdes
antioxidantes e os niveis de EROs no sangue periférico e, por fim, estudar a relacdo entre a
persisténcia da dor em pacientes submetidos a artroplastia total do joelho e os niveis de EROs.

Apo6s avaliagdo de 65 pacientes, conseguiu-se cumprir trés dos quatro objetivos
estabelecidos. Apenas o ultimo, que buscava estabelecer correlagdo entre a persisténcia da dor
no poés-operatorio tardio e a elevacdo das EROs, ndo foi cumprido. Os excelentes resultados
da artroplastia total de joelho e o pequeno ntimero de pacientes avaliados (n=15) poderiam
justificar esse insucesso na avaliacao da persisténcia da dor apos artroplastia.

A defini¢do das afecgdes que seriam consideradas modelo para dor cronica, aguda
ou auséncia de dor foi feita a partir da casuistica habitual do Hospital das Clinicas e do
Hospital Risoleta Tolentino Neves, ambos vinculados a Universidade Federal de Minas
Gerais. A escolha da gonartrose como modelo de dor cronica foi baseada na alta prevaléncia
da doenga na populagdo geral, necessidade de tratamento cirtirgico nos casos avangados e
grande demanda espontanea no Hospital das Clinicas. As fraturas do tornozelo foram eleitas
como modelo de dor aguda devido a sua prevaléncia e ocorréncia em pacientes que
geralmente sdo mais jovens e que raramente sdo diabéticos ou apresentam multiplas
comorbidades. No inicio do trabalho foi tentado selecionar pacientes vitimas de trauma com
idade mais avancada (ex: portadores de fraturas do fémur proximal), todavia a logistica para
tratar esses pacientes com multiplas comorbidades no Hospital das Clinicas ndo ¢ favoravel,
ha escassez de leitos de centro de terapia intensiva para o pos-operatorio € a associacao de
doengas que podem interferir nos resultados das andlises fluorimétricas ¢ frequente. O grupo
sem dor foi composto por portadores de lesdo do LCA que ¢ prevalente no Servico de
Ortopedia e Traumatologia do Hospital das Clinicas da UFMG e que geralmente acomete
individuos jovens do sexo masculino. A avaliacdo da média de idade reflete a epidemiologia
esperada para as afecgdes eleitas para o estudo, ou seja, a idade dos pacientes com dor cronica
e gonartrose ¢ superior a dos pacientes com diagndstico de dor aguda ou sem dor. Em relagao
a distribuicao por género, a gonartrose ¢ mais comum no feminino, enquanto as afeccdes
traumaticas como ruptura do LCA e fratura do tornozelo sao mais comuns no masculino.

O grupo com dor crénica apresentou maiores valores para o teste de WOMAC e
EVA em comparacao aos grupos sem dor (LCA) e com dor aguda (fratura). A dor no grupo

com fratura do tornozelo foi intermedidria entre os grupos, porém ndo foi considerada
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diferente em relacdo ao grupo sem dor. A justificativa para esse dado pode ser encontrada no
momento que foi realizada a entrevista, ou seja, no pré-operatorio imediato. Nesta ocasido os
pacientes ja4 estavam com o membro imobilizado com uma tala gessada, por isso, a dor
reportada tende a ser menor que a sentida no momento do trauma. A entrevista no momento
do trauma nao foi factivel uma vez que os pacientes foram transferidos de outras institui¢des
via central de leitos de urgéncia da secretaria municipal de satde de Belo Horizonte. A
diferenca no tempo de sintomatologia algica refor¢a que o objetivo de obter grupos com dor
aguda e crdnica foi atingido. Em relagdo ao grupo sem dor, o tempo de sintomas considerado
foi a média de tempo entre a lesdo do LCA e o tratamento cirurgico. Com relagdo a diferenca
na epidemiologia de género entre os grupos deste estudo, tal fato nao foi considerado
relevante uma vez que estudos em animais nao identificaram variagao nos niveis de EROs em

diferentes géneros.(Olsson et al., 2009)

Nao se conseguiu identificar diferenca na produgdo de EROs por células
mononucleares do soro e liquor utilizando a sonda DCHF-DA nas subpopulacdes estudadas
(dor cronica, dor aguda e auséncia de dor. O indicador fluorescente 2’ 7’ - diclorofluoresceina
diacetato (DCHF-DA, Sigma) ¢ uma molécula que atravessa membranas celulares por difusao
passiva. Uma vez no interior da célula, a DCHF-DA sofre desacetilagdo por enzimas esterases
nao especificas gerando o composto DCHF. A DCHF desacetilada perde entdao a propriedade
de se difundir para fora da célula e ficando assim confinada no espaco intracelular. Apds a
desacetilacao, a DCHF sofre oxidacao por espécies reativas de oxigénio (EROs) formando o
composto DCF, cuja intensidade de fluorescéncia ¢ maior que a do seu par (DCHF) nao
oxidado. A determinacao dos niveis de EROs se dd em fun¢do do tempo. No caso do ensaio
com DCHF-DA, as EROs mais envolvidas na oxidagdo do DCHF sao H,O, e peroxidases
intracelulares, porém o peroxinitrito e radicais hidroxila também foram apontados.
(Chatchanok et al., 2005)

As EROs envolvidas no processo de modulagdo da dor sdo multiplas e o ensaio
com DCHF-DA avalia principalmente a existéncia de peroxidases e H,O,. Por outro lado,
existe um universo amplo de EROs que podem participar do processo de modulagdo da dor e
que nao sao contempladas pelo método. Um estudo avaliou a resposta clinica a
viscossuplementagdo e sua relagcdo com a atividade da superoxido dismutase (SOD). Apesar
da melhora nos indices WOMAC e EVA, ndo foi identificada alteragdo proporcional na
atividade da SOD. Os autores mantém a hipotese de regulagdo da dor e destrui¢do articular

pelo estresse oxidativo e estimam que houve incapacidade do método para avaliar essa
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alteragdo. (Ostalowska et al., 2013) No presente estudo identificou-se que a modulagao da dor
nao esta relacionada as peroxidases e H,O,, por isso outros agentes devem ser investigados no
futuro.

O presente estudo estabeleceu os valores de referéncia para a producao de EROs
por células mononucleares no liquor de seres humanos a partir da sonda DCHF-DA. Esta
técnica ja havia sido empregada em animais e conseguiu-se boa reprodutibilidade dos
resultados com o liquor humano. Por outro lado, ndo foi possivel identificar diferencas
significativas entre os grupos com dor cronica, dor aguda e sem dor por esse método. E
provavel que a monitorizagdo de outras EROs no liquor ou sangue periférico de seres
humanos seja a chave para corroborar a relacdo entre EROs e diferentes tipos de dor, ja
comprovada em estudos animais. Com relagdo a pun¢do lombar, volume de 8 a 15mL pode
ser obtido na puncdo lombar diagnostica com seguranca. Os valores médios obtidos pela
técnica para o liquor foram menores que os do sangue periférico, pois acredita-se que neste
caso a oxidagdo da sonda ocorra no ambiente extracelular. (Ellenby et al., 2006)

O protocolo que avaliou a variagdo do glutamato no liquor de pacientes com dor
cronica, dor aguda e sem dor revelou um aumento dos niveis de glutamato nos individuos
com dor aguda em relacao aos demais grupos. Recente estudo em animais evidenciou que um
agonista de receptor de glutamato pode atuar como modulador da dor nociceptiva em animais.
Outros estudos tém destacado a participagdo do glutamato como neurotransmissor excitatorio,
na modulagao da dor nas terminagdes periféricas. A opcao por estudar o glutamato no liquor
foi feita a partir dos resultados ndo significativos na comparacdao entre os niveis de EROs
central e periférico na dor cronica, dor aguda e auséncia de dor. A relacdo entre EROs,
glutamato e dor ja foi amplamente discutida e a identificacdo de diferenca nos niveis centrais
de glutamato no mesmo liquor submetido a analise com DCHF-DA sugere que o método
utilizado para estudar estresse oxidativo nos pacientes ndo foi adequado. Possivelmente,
outros pontos das vias metabolicas que nao sao contemplados pelo DCHF-DA estao alterados.
(Miller et al., 2011; Bardoni, 2013; G et al., 2014)

O estudo dos resultados clinicos com a medica¢ao antioxidante ArtroTabs® e sua
correlagdo com as EROs em nivel periférico permitiu testar de forma independente e sem
interferéncia da industria farmacéutica a eficdcia clinica desta classe de medicamentos. A
impossibilidade ética de avaliar os niveis centrais de EROs nesta etapa ¢ um ponto negativo
do trabalho. Neste protocolo conseguiu-se reproduzir, com seres humanos, o resultado
positivo do tratamento com antioxidantes sobre a dor cronica ja encontrado em animais. A

proximidade dos niveis de EROs no sangue periférico antes e apds o tratamento pode ser
25



devida a ineficicia do DCHF-DA em avaliar a presenca das EROs mais atuantes na
modulagdo da dor ou ainda a agdo predominantemente central dessas medicagdes. E
importante destacar a correlagdo encontrada entre eficacia da medicacdo em reduzir a dor pela
EVA e o tempo de sintomas: pacientes com sintomas dolorosos ha mais tempo beneficiam-se
mais da medicagdo. Esse achado contradiz a expectativa do fabricante que recomenda seu uso
precocemente na doenga articular degenerativa. Esse achado corrobora a participagdo das

EROs na dor cronica, pois a maior cronicidade da dor favorece a resposta clinica a medicagao.
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6 CONCLUSOES
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A comparagao da fluorescéncia maxima e da inclinagdo da curva obtida pelo DCHF-
DA para as amostras de sangue periférico ndo revelou diferenca significativa entre
pacientes com dor crdonica, dor aguda e sem dor

A comparagdo da fluorescéncia maxima e inclinagdo da curva obtida pelo DCHF-DA
para as amostras de liquor nao revelou diferenga significativa entre os grupos com dor
cronica, com dor aguda e com auséncia de dor

Existe aumento dos niveis de glutamato nas amostras dos pacientes com dor aguda
quando comparados aos pacientes com dor cronica e aqueles sem dor

A medicacao antioxidante ArtroTabs® foi capaz de melhorar o indice WOMAC e a
resposta na EVA de dor, todavia esses achados ndo foram acompanhados por
modificagdo nos niveis periféricos de EROs segundo metodologia que emprega o
DCHF-DA

5. Houve correlacao positiva entre a melhora da dor avaliada pela EVA e o tempo

de sintomas em pacientes submetidos a trés meses de tratamento com o ArtroTabs®
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7 PERSPECTIVAS
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No seguimento deste estudo pretende-se comparar a producdo de EROs nos
pacientes com melhora da dor com aqueles que permaneceram com sintomas apos o
tratamento clinico e cirtrgico da artrose. A utilizagdo de outros marcadores para a flutuagao
das EROs seria também um desdobramento, pois dessa forma outros pontos da cadeia
regulatéria da produgcdo de EROs poderiam ser avaliados. A padronizacdo e treinamento em
técnicas para avaliar as EROs em tecidos (ex: membrana sinovial) ou fluidos (ex: liquido
sinovial) e sua correlagdo com os niveis sist€émicos e centrais de EROs constituem projetos
futuros. Finalmente, existe a intengdo de testar a acdo de outros firmacos que atuam no
estresse oxidativo e suas implicagdes para o metabolismo de EROs em seres humanos. Como
possiveis alvos pode-se citar a Curcumina (fitoterapico antioxidante) e medicagdes que atuam

no receptor TRPV 1.
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Anexo 1: Aprovacao pelo comité de ética

LA -
SANTA CASA
Registro CEP: 003/2012 (Este nimero deve ser citado nas correspondéncias referentes a este projeto)

Belo Horizonte, 03 de abril de 2012.

IImo. Sr.
Dr. Marcus Vinicius Gomez
Pesquisador Responsavel

Parecer:

O Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Santa Casa de Misericérdia de Belo Horizonte, em reunifo
do dia 30 de margo de 2012 analisou e APROVOU o protocolo de pesquisa “Investigacio do papel

das espécies reativas de oxigénio em pacientes portadores de dor crénica ¢ dor aguda.” registrado,

neste CEP sob niimero 003/2012, no qual V. Sa. figura como pesquisador responsavel.

Atenciosamente,

4
/ ; j 7
e al 4 / W
Flavepieo CALel k. NIV
[;%{"Franciqéco das Chaga ‘//Lima e Silv
Coordenador do CEP

OBS.:

Apos o inicio da pesquisa, o pesquisador responsivel deverd enviar ao CEP relatérios semestrais e
final, nos seguintes prazos: para o primeiro semestre, até 31 de jutho; para o segundo semestre, até 31
de dezembro.

35



Anexo 2: Termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE)

Titulo da Pesquisa: Investigagdo do papel das espécies reativas de oxigénio e do glutamato em
pacientes portadores de dor cronica, dor aguda e sem dor

Nome do (a) Pesquisador (a): Ttlio Vinicius de Oliveira Campos

Nome do (a) Pesquisador (a) Responsavel: Tulio Vinicius de Oliveira Campos

Nome do (a) Orientador (a): Marcus Vinicius Gomez

Natureza da pesquisa: o Sr (Sra.) estd sendo convidada (o) a participar desta pesquisa que
tem como finalidade estudar a participagdo das espécies reativas de oxigénio (EROs) e do
glutamato no processo de geracao e perpetuacao da dor.

Participantes da pesquisa: Pacientes portadores de dor cronica, dor aguda ou sem dor e
candidatos a tratamento cirurgico no HC-UFMG

1. Envolvimento na pesquisa: ao participar deste estudo a sr (sra) permitira que o (a)
pesquisador realize uma andlise bioquimica do liquor (liquido da medula) obtido no momento
da raquianestesia que precede o seu procedimento cirtrgico. Além disso, permite a dosagem
das EROs no sangue periférico (amostra de 4mL obtida no momento do procedimento
cirirgico). A sra (sr.) tem liberdade de se recusar a participar e ainda se recusar a continuar
participando em qualquer fase da pesquisa, sem qualquer prejuizo. Sempre que quiser podera
pedir mais informacdes sobre a pesquisa pelo telefone do pesquisador do projeto ou
pessoalmente no ambulatorio de Cirurgia do Joelho do Hospital das Clinicas da UFMG.

2. Sobre as entrevistas: Serdo realizadas consultas médicas no pré-operatorio, 7°, 15°,
30°, 90° dia de pds-operatdrio no Hospital das Clinicas da UFMG para avaliar a sua evolugao
clinica.

3. Riscos e desconforto: a participagdao nesta pesquisa nao traz complicacdes legais. Os
riscos envolvidos nessa pesquisa sdao aqueles relacionados ao procedimento cirurgico:
infeccdo pos-operatdria, fraturas periprotéticas, trombose venosa profunda, sangramento e
riscos relacionados a anestesia. De acordo com a complicagdo, serdo tomadas as medidas
especificas de tratamento sem que o paciente tenha que arcar com despesas médico-
hospitalares. Neste estudo, ndo havera acréscimo de morbidade aos seus participantes, ou seja
vocé cumprird todas as etapas a que sao submetidos os pacientes candidatos a artroplastia de
joelho, reconstrucao ligamentar ou osteossintese de fratura. Existe a possibilidade de infec¢ao
pos-operatoria que pode variar de desde uma infec¢do superficial at¢é uma osteomielite.

Visando diminuir as chances de sua ocorréncia, prescreveremos antibidtico durante a cirurgia
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e nos primeiros dias que sucedem o procedimento. Caso ocorra uma infec¢do mais grave, o
paciente devera ser tratado na propria instituicao de acordo com o protocolo especifico. Casos
com infecgdo refratdria ao tratamento com antibidticos sist€émicos serdo tratados com retirada
do implante e posterior antibioticoterapia orientada por cultura; Em caso de complicacdes
anestésicas sera feita abordagem de acordo com a rotina do servigo. Os procedimentos
adotados nesta pesquisa obedecem aos Critérios da Etica em Pesquisa com Seres Humanos
conforme Resolucao no. 196/96 do Conselho Nacional de Satide. Nenhum dos procedimentos
usados oferece riscos a sua dignidade.

O tratamento de complicacdes relacionadas a participagdo na presente pesquisa sera
integralmente financiado pelos investigadores responsaveis.

4. Confidencialidade: todas as informagdes coletadas neste estudo sdo estritamente
confidenciais. Somente o pesquisador e o orientador terdo conhecimento dos dados.

5. Beneficios: Com a cirurgia proposta esperamos que possa haver uma diminui¢do do
quadro de dor pré-operatoria seja ela aguda ou cronica. Esperamos que este estudo traga
informagdes importantes sobre a o papel das espécies reativas de oxigénio e do glutamato na
génese e perpetuagdo da dor cronica, de forma que o conhecimento que sera construido possa
ser aplicado com o intuito de beneficiar os pacientes com quadro clinico semelhante. Os
pesquisadores envolvidos se comprometem a divulgar os resultados obtidos.

6. Pagamento: a sra (sr.) ndo tera nenhum tipo de despesa para participar desta pesquisa,
bem como nada sera pago por sua participacdo. Nao forneceremos vale-transporte, vale-
refeicdo ou pagamento em dinheiro para os pacientes participantes.

Apos estes esclarecimentos, solicitamos o seu consentimento de forma livre para participar

desta pesquisa. Portanto preencha, por favor, os itens que se seguem:

Consentimento Livre e Esclarecido
Tendo em vista os itens acima apresentados, eu, de forma livre e esclarecida, manifesto meu

consentimento em participar da pesquisa

Nome do Participante da Pesquisa

Assinatura do Participante da Pesquisa

Assinatura do Pesquisador
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Assinatura do Orientador

TELEFONES

Pesquisador Responsavel: Tualio Vinicius de Oliveira Campos — (31) 91390320
Rua Satélite, 15, Apto 402 — Caigara, Belo Horizonte/ MG — CEP: 30.770-380

Orientador: Marcus Vinicius Gomez

Av. Alfredo Balena, 110 — Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Minas Gerais;
CEP: 30.130-100 - Belo Horizonte - MG
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Anexo 3: Indice de WOMAC adaptado e validado para a lingua portuguesa por

Fernandes, 2003
Categoria 1- Severidade da dor (durante o Gltimo més) para
Nenhuma Pouca Moderada Severa Extrema
Andar
Subir escadas
Dor noturna
Dor ao
repouso
Carregar
peso
Rigidez
matinal
Rigidez
protocinética
Categoria 2- Nivel de dificuldade para executar as seguintes funcoes
Nenhuma Pouca Moderada Severa Extrema

Descer

escadas

Levantar da

cadeira

Ficar em pé

Curvar-se na
direcdo  do

chéao

Andar no

plano

Entrar/ sair

do carro

Fazer

compras

Colocar as

meias
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Levantar-se

da cama

Tirar as

meias

Deitar-se na

cama

Entrar/ sair

do banho

Sentar

Sentar/
levantar do
vaso

sanitario

Tarefas
domésticas

leves

Tarefas
domésticas

pesadas

Contagem dos pontos e calculo do escore:

Resposta: 0 - “nenhuma”, 1 - “pouca”, 2 -” moderada”, 3 - “severa”, 4 - “extrema”.
Total de pontos:

Escore (total de pontos multiplicado por 100/96 ou 1,041666):
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Anexo 4: Termo de consentimento livre e esclarecido — ArtroTabs

Titulo da Pesquisa: Investigagdo do papel das espécies reativas de oxigénio em pacientes

portadores de dor cronica, efeitos de suplemento alimentar antioxidante

Nome do (a) Pesquisador (a): Talio Vinicius de Oliveira Campos
Nome do (a) Pesquisador (a) Responsavel: Tulio Vinicius de Oliveira Campos

Nome do (a) Orientador (a): Marcus Vinicius Gomez

Natureza da pesquisa: o Sr (Sra.) estd sendo convidada (o) a participar desta

pesquisa que tem como finalidade estudar a participacdo das espécies reativas de oxigénio

(EROs) no processo de geragdo e perpetuacdo da dor crénica e os efeitos clinicos e

bioquimicos do tratamento com a medicacao antioxidante ArtroTabs®

Participantes da pesquisa: Pacientes portadores de artrose dos joelhos, dor

cronica e sem indicagdo de tratamento cirargico do ambulatério de cirurgia do joelho do HC-

UFMG

l.

Envolvimento na pesquisa: ao participar deste estudo a sra (sr) permitird que o (a)
pesquisador realize uma analise bioquimica do seu sangue periférico (amostra de 4mL)
antes e depois do tratamento clinico com a medicagdo ArtroTabs® (composi¢ao:
magnésio, acido ascorbico, niacina, vitamina E, zinco, acido pantoténico, manganés,
riboflavina, piridoxina, tiamina, cobre, selénio, cianocobalamina). A a¢do tedrica da
medicacdo seria como suplemento alimentar que fornece vitaminas antioxidantes e
principalmente o cobre que ¢ componente central na enzima superdxido dismutase (SOD)
reduzindo a dor e inflamagao caracteristicos da artrose do joelho. A sra (sr.) tem liberdade
de se recusar a participar e ainda se recusar a continuar participando em qualquer fase da
pesquisa, sem qualquer prejuizo. Sempre que quiser podera pedir mais informagdes sobre
a pesquisa pelo telefone do pesquisador do projeto ou pessoalmente no ambulatério de
Cirurgia do Joelho do Hospital das Clinicas da UFMG.

Sobre as entrevistas: Serdo realizadas consultas médicas antes do inicio € no final do
terceiro més de tratamento para avaliar a sua evolugdo clinica e os niveis das espécies
reativas de oxigénio (EROs).

Riscos e desconforto: a participacdo nesta pesquisa nao traz complicagdes legais. Os
riscos envolvidos nessa pesquisa sdo aqueles relacionados a ingestdo da medicacao que ja
¢ comercializada no Brasil para o tratamento da dor relacionada a artrose. Trata-se de

medicacdo considerada segura e com baixa incidéncia de efeitos colaterais. Os
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procedimentos adotados nesta pesquisa obedecem aos Critérios da Etica em Pesquisa com
Seres Humanos conforme Resolugao no. 196/96 do Conselho Nacional de Saude. Nenhum
dos procedimentos usados oferece riscos a sua dignidade.

O tratamento de complicagdes relacionadas a participagdo na presente
pesquisa sera integralmente financiado pelos investigadores responsaveis.
Confidencialidade: todas as informagdes coletadas neste estudo sdo estritamente
confidenciais. Somente o pesquisador e o orientador terdo conhecimento dos dados.
Beneficios: Com o uso da medicacdo, esperamos que possa haver uma diminui¢ao do
quadro de dor articular. Esperamos que este estudo traga informagdes importantes sobre a
o papel das espécies reativas de oxigénio na génese e perpetuacdo da dor cronica, de
forma que o conhecimento que sera construido possa ser aplicado com o intuito de
beneficiar os pacientes com quadro clinico semelhante. Os pesquisadores envolvidos se
comprometem a divulgar os resultados obtidos.

Pagamento: a sra (sr.) ndo terd nenhum tipo de despesa para participar desta pesquisa,
bem como nada serd pago por sua participagdo. Nao forneceremos vale-transporte, vale-
refeicdo ou pagamento em dinheiro para os pacientes participantes.

Apo6s estes esclarecimentos, solicitamos o seu consentimento de forma livre

para participar desta pesquisa. Portanto preencha, por favor, os itens que se seguem:

Consentimento Livre e Esclarecido
Tendo em vista os itens acima apresentados, eu, de forma livre e esclarecida,

manifesto meu consentimento em participar da pesquisa

Nome do Participante da Pesquisa

Assinatura do Participante da Pesquisa

Assinatura do Pesquisador

Assinatura do Orientador

TELEFONES
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Pesquisador Responsavel: Tulio Vinicius de Oliveira Campos — (31) 91390320
Rua Satélite, 15, Apto 402 — Caigara, Belo Horizonte/ MG — CEP: 30.770-380

Orientador: Marcus Vinicius Gomez

Av. Alfredo Balena, 110 — Faculdade de Medicina da Universidade Federal de
Minas Gerais; CEP: 30.130-100 - Belo Horizonte - MG
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