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“O inimigo da verdade nao é a mentira e sim, a convicgdo.”

Friedrich Nietzsche
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RESUMO

A Fibromialgia (FM) é caracterizada pela presenca de dor cronica e generalizada,
associada a sintomas como, fadiga, disturbios do sono e alteracbes cognitivo-
comportamentais. A sua fisiopatologia ainda nao foi completamente elucidada, mas
estudos sugerem a participacdo do sistema imunoldgico e consequentemente da
resposta inflamatdria envolvida na génese e evolucdo desta condi¢cdo. O objetivo do
estudo foi avaliar e comparar a contagem da global de leucdcitos e 0s niveis
plasmaticos de citocinas (IL-17, IL-23, MIP-1a e MCP-1) encontrados em pacientes
com fibromialgia (FM) e controles saudaveis. Quarenta e quatro mulheres com FM e
vinte e oito mulheres saudaveis com indice de Massa Corporal (IMC) semelhante
participaram deste estudo. A contagem de globulos brancos foi determinada pelo
hemograma completo. Os niveis plasméticos de citocinas foram determinados por
ensaio imunoenzimatico (ELISA). A analise estatistica foi realizada por meio do teste
de Kolmogorov-Smirnov para distribuicdo de dados, o teste de Mann-Whitney ou
Teste t independent para analisar diferencas intergrupos, teste de correlacdo de
Spearman para associacao entre as variaveis e a regressao multipla para selecionar
as variaveis preditivas. Os testes foram realizados pelo SPSS v.19 (SPSS Inc.,
Chicago, IL), com nivel de significancia definido para a=0,05. Pacientes com FM
apresentaram niveis significativamente maiores de leucdcitos globais, IL-17, IL-23,
MIP-1la e MCP-1 do que controles saudaveis. O numero absoluto de leucécitos
globais esta diretamente e positivamente correlacionado com niveis plasméaticos de
IL-23 e IL-17 em pacientes com FM. A IL-17 foi a Unica variavel selecionada no
modelo de predicdo dos niveis de leucécitos em pacientes com FM. Os niveis mais
elevados de leucdcitos globais, IL-17, IL-23, MIP-1la e MCP-1 mostrados por
pacientes com FM apoiam o envolvimento do sistema imunolégico na fisiopatologia
dessa condicdo. A associacdo entre altos niveis de leucécitos globais com altos
niveis plasmaticos de citocinas, principalmente IL-17, em pacientes com FM deve
ser considerada durante o diagnéstico de FM e a tomada de deciséo clinica.

Palavras-chave: Fibromialgia. Imunologia. Inflamacéo.



ABSTRACT

Fibromyalgia (FM) is characterized by the presence of chronic and generalized pain,
associated with symptoms such as fatigue, sleep disorders and cognitive-behavioral
changes. Its pathophysiology has not yet been fully elucidated, but studies suggest
the involvement of the imune system and inflammatory response involved in the
genesis and evolution of this condition. The aim of the study was to evaluate and
compare the global leukocyte count and plasma levels of cytokines (IL-17, IL-23,
MIP-1a and MCP-1) found in patients with fibromyalgia (FM) and healthy controls.
Forty-four women with FM and twenty-eight healthy women combined by age and
Body Mass Index (BMI) participated in this study. The white blood cell count was
determined by the complete blood count. The plasmatic levels of cytokines were
determined by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). The statistical analysis
was performed by means of the Kolmogorov—Smirnov test for data distribution, the
Mann-Whitney test or independent t-test to test for intergroup differences,
Spearman’s correlation test for association between the variables and stepwise
multiple regression to select the independent predictive variables. The tests were
performed in SPSS v.19 (SPSS Inc., Chicago, IL), with significance level set to
a=0.05. Patients with FM had significantly higher levels of global leukocytes, IL-17,
IL-23, MCP-1 and MIP-1a than healthy controls. The absolute number of global
leukocytes is directly and positively correlated with plasmatic levels of IL-23 and IL-
17 in FM patients. IL-17 was the only variable selected in the prediction model of
leukocyte levels in FM patients. The higher levels of global leucocytes, 1L-17, IL-23,
MIP-1a and MCP-1 showed by FM patients support the involvement of the immune
system in the pathophysiology of this condition. The association between high levels
of global leukocytes with high plasmatic levels of cytokines, mainly IL-17, in FM
patients should be considered during the FM’'s diagnosis and clinical decision
making.

Keywords: Fibromyalgia. Immunology. Inflammation.
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1 INTRODUCAO

A Fibromialgia (FM) é uma condi¢do reuméatica que acomete cerca de 2% da
populacdo e que afeta principalmente mulheres, com propor¢do de até nove
mulheres para cada homem (DADABHOQY et al., 2008). A FM é caracterizada por dor
cronica (mais de trés meses), generalizada (lado direito e esquerdo do corpo, acima
e abaixo da cintura média e pelo menos um ponto do esqueleto axial) (WOLFE;
HAUSER, 2011). Além da dor, varios outros sintomas compreendem o quadro clinico
de FM, entre eles, sdo: fadiga, depressdo, sindrome do intestino irritavel, ma
qualidade do sono, dores de cabeca, disturbios cognitivos e rigidez matinal. No
entanto, a manifestacdo desses sintomas pode variar amplamente entre o0s
pacientes (WOLFE; HAUSER, 2011; SARZI-PUTTINI et al., 2012).

A heterogeneidade clinica apresentada pelos pacientes com FM € um fator
que dificulta o diagnostico desta condicdo, que continua sendo feita exclusivamente
de forma clinica, ja que ndo h& biomarcadores para esta condicdo (DADABHOY et
al., 2008). Além disso, a complexidade e quantidade dos sintomas da FM sugerem
uma etiologia multifatorial para esta condicdo. Afinal, um Unico fator etiolégico é
incapaz de explicar a diversidade dos sintomas demonstrados pelos pacientes.
Assim, vém se tornando consenso que as alteracbes genéticas, cognitivas
comportamentais, neuroenddcrinas e imunoldgicas parecem interagir, resultando na
génese e evolucao do quadro clinico da FM (CARVALHO et al., 2008).

Por sua vez, o envolvimento do sistema imunoldgico na sindrome de FM é um
alvo frequente de estudos (CARVALHO et al., 2008; PERNAMBUCO et al., 2013;
AL-ALLAF et al., 2002; NISHIKAI et al., 2001; TOGO et al., 2009; KAUFMANN et al.,
2007; KOTTER , et al., 2007). Embora, em alguns casos, estes sejam contraditorios
e inconclusivos, na maioria dos casos eles apoiam a participagcéo da resposta imune
no inicio e perpetuacdo dos sintomas mostrados pelos pacientes com FM
(CARVALHO et al.,, 2008; PERNAMBUCO et al.,, 2013). A determinacdo do
envolvimento da resposta imune na fisiopatologia da FM é relevante, principalmente
pelo fato de que, atualmente, a terapia medicamentosa para esta condi¢cao consiste
principalmente de antidepressivos, relaxantes musculares, analgésicos e
antiinflamatérios ndo esterdides, que mesmo trabalhando em conjunto nao
promovem a remissdo completa dos sintomas (BELLATO et al., 2012; BAZZICHI et
al., 2011).
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Diante deste contexto, o objetivo deste estudo foi buscar evidéncias para
apoiar um possivel papel da atividade imune na fisiopatologia da FM. Para este
efeito, realizou-se uma analise comparativa dos valores do hemograma completo e
niveis plasmaticos de: interleucina 17 (IL-17), interleucina 23 (IL-23), proteina
inflamatoria de macrofagos 1a (MIP-1a) e proteina quimiotatica de mondcitos-1
(MCP-1) encontrados em pacientes com FM diagnosticados de acordo com critérios
do Colégio Americano de Reumatologia (CAR) (WOLFE; HAUSER, 2011) e
controles saudéaveis, combinados para sexo, idade e indice de massa corporal
(IMC).
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Sindrome da Fibromialgia

A Fibromialgia é definida pelo CAR como uma condicdo reumatica que cursa
com dor crbnica e generalizada (WOLFE et al.,, 2013). A dor € o sintoma mais
evidenciado e que geralmente, se desenvolve lentamente ao longo dos anos
(SUMPTON; MOULIN, 2014).

Por se tratar de uma sindrome, alguns sintomas simultaneos séo relatados,
como fadiga, distdrbios do sono, transtornos de humor (ansiedade de depresséao),
sindrome das pernas inquietas e cefaleia cronica (SUMPTON; MOULIN, 2014).

Uma das principais caracteristicas dessa condicdo é a heterogeneidade
clinica dos sintomas apresentados pelos pacientes, o que leva a grande dificuldade
na conclusao do diagndstico. Parte da dificuldade acerca do critério diagndstico mais
apropriado e também das duvidas sobre tratamentos, é devido ao espago ainda
existente sobre a sua etiologia. Acredita-se, portanto, em uma origem multifatorial no
desencadeamento da sindrome (DA COSTA et al., 2005). Diversos estudos indicam
uma interacdo de varios fatores envolvidos na fisiopatologia dessa sindrome, como
fatores genéticos, imunoldgicos, enddcrinos, neurolégicos e comportamentais
(MALIN; LITTLEJOHN, 2015; PERNAMBUCO et al., 2016; PERNAMBUCO et al.,
2013; YIGIT et al., 2013). Desse modo, a complexidade clinica da sindrome poderia
ser explicada pela sua multifatoriedade etiolégica (WIERWILLE, 2012).

A prevaléncia da FM é de 2% da populacdo em geral (WOLFE et al., 2013).
Pode ocorrer em ambos 0s sexos, mas acomete predominantemente o género
feminino, em uma parcela de nove mulheres para cada homem (WALITT et al.,
2015). O inicio dos sintomas é mais frequente na faixa etaria de 30-55 anos
(GOLDENBERG, 2008). A prevaléncia dessa sindrome torna alarmante o seu
impacto social e econémico, visto que, entre 10%-25% dos pacientes sao afastados
do trabalho ou necessitam de condi¢cdes especiais para realizarem suas funcdes
(GOLDENBERG, 1995).
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2.2 Diagnostico

Na auséncia de um biomarcador especifico, o diagnéstico da FM é baseado
na manifestacdo de dor e sintomas associados. O diagnostico clinico baseia-se nas
recomendacdes do CAR. Foi elaborado em 1990, com o intuito de padronizar os
critérios de diagndstico. Foram incluidos dois critérios: dor crbnica, por mais de trés
meses, dor generalizada, e presenca de dor em pelo menos 11 dos 18 pontos
dolorosos (tender points) estabelecidos (WOLFE et al.,, 1990). Sintomas como
distarbios do sono, fadiga, depressdo, ansiedade, rigidez matinal, cefaleia e
sindrome do célon irrithvel, ndo eram considerados durante o diagnéstico, mesmo
compondo o quadro clinico da FM (WOLFE et al., 2010).

Figura 1 — Esquema representando a distribuicdo dos tender points.

Com avancgos em pesquisa e a partir de observacdes clinicas de profissionais
gue realizavam atendimentos em pacientes fibromialgicos, algumas criticas foram

levantadas acerca da efetividade desses critérios. Dentre elas, a falta de relagéo
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entre 0s sintomas somaticos e a avaliacdo dos tender points, levando a necessidade
da criacdo de novos parametros. Desse modo, foi estabelecido em 2011 novos
critérios, com o intuito de atribuir maior atencéo aos sintomas associados a dor. Os
novos critérios foram distribuidos em indice de Dor Generalizada (IDG) e Escala de
Gravidade dos Sintomas (EGS), englobando além da presenca de dor, o sono,
fadiga e sintomas cognitivos. O diagnostico de FM € confirmado quando é
apresentada pontuacdo maior ou igual a sete no IDG e maior ou igual a cinco no
EGS ou pontuacao entre trés e seis no IDG e EGS maior ou igual a nove (WOLFE et
al., 2011). Os critérios de 2011 ndo foram determinados com o intuito de substituir
os critérios de 1990, mas para auxiliar em um diagnéstico de pratica geral
(SUMPTON; MOULIN, 2014).

Nao ha um exame laboratorial confirmado para o diagnostico da fibromialgia.
Contudo, os exames sao utilizados para excluir outras doencas que se assemelham
clinicamente com a sindrome, como alguns disturbios reumatolégicos e enddcrinos
(SUMPTON; MOULIN, 2014).

2.3 Tratamento

A elaboracdo de uma conduta terapéutica eficaz € dificil, devido a
heterogeneidade clinica e a falta de um esclarecimento preciso quando a
fisiopatologia da sindrome (WIERWILLE, 2012). Assim, até o0 momento ndo ha um
tratamento definitivo para esta condicdo (CALANDRE; RICO-VILLADEMOROS,
2012; TERRY et al., 2012).

Uma forma do tratamento é realizado a partir da combinacdo de forma
farmacoldgica e ndo farmacolbgica. Tem como objetivo a diminuicdo da dor, melhora
do sono e restauracdo da funcgdo fisica, mental e emocional, melhorando assim a
gualidade de vida de um modo geral (RUSSELL, 2008).

A terapia farmacolégica baseia-se no uso de antidepressivos de diversas
classes e analgésicos. Os antidepressivos triciclicos sdo considerados o padrdo no
tratamento da FM (UCEYLER; HAUSER; SOMMER; 2008). Porém, devido a efeitos
indesejaveis frequentes, e uma reducdo da eficacia no curso do tratamento,
geralmente é usado na pratica por tempo limitado. Inibidores seletivos de recaptacao
da serotonina (ISRS), como fluoxetina, citalopram e paroxetina sdo efetivos no

tratamento da sindrome, bem como em outras condicdes dolorosas
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(GOLDENBERG; BURCKHARDT; CROFFORD; 2004). Estes farmacos apresentam
maior eficacia quando comparado aos antidepressivos triciclicos devido a sua
seletividade, uma vez que ndo apresentam atividade em outros receptores, levando
a uma reducdo de efeitos indesejaveis. O tratamento também é composto por
analgésicos e anti-inflamatorios ndo-esteroides, atuando no controle da dor, a nivel
central e periférico (SMITH; BRACKEN; SMITH, 2011). Ansioliticos e relaxantes
musculares também auxiliam na terapia, através da liberagcdo de endorfinas que
atuam no alivio de dor, na melhoria do espasmo muscular e os distirbios do sono
(PAUER et al., 2012).

Também sao utilizadas terapias ndo farmacolbégicas, como tratamento
psicoterapico e fisioterapia. A terapia psicologica ndo € suficiente por si so,
(KENDALL et al., 2000; REDONDO et al., 2004; THIEME; TURK; FLOR, 2007), mas
auxilia nas estratégias para reducao da dor (BERNARDY et al., 2010). A fisioterapia
também é indicada e atua com diversos recursos, como técnicas de relaxamento,
exercicios  cinesioterpicos, acupuntura, trabalho de condicionamento
cardiorrespiratério, hidroterapia, pilates e terapias manuais, visando a melhora dos
sintomas, principalmente da dor (FONSECA; FARIA; PERNAMBUCO, 2016).

2.4 Fisiopatologia

Ainda que sua patogénese ndo esteja completamente esclarecida, existem
algumas possibilidades que envolvem o desencadeamento desta sindrome (BRAZ et
al.,, 2011). Os resultados de dados encontrados na literatura sugerem que a
fisiopatologia da FM seja uma decorréncia da desregulacdo entre mecanismos de
interacdo dos sistemas, com destaque para sistema imunologico. Essas alteracdes
explicariam a manifestacdo e evolucdo dos sintomas da doenca (GEISS et al.,
2012).

Quanto a sua multifatoriedade, a caracteristica consistente é a alterag&o no
processo de dor, com influéncias no sistema nervoso central (SNC) e sistema
nervoso periférico (SNP). A sensibilizacdo central é considerada o principal
mecanismo envolvido e é definida pelo aumento da resposta a estimulacdo mediada
pela sinalizacdo do SNC (BELLATO et al.,, 2012). Além do aumento dos
mecanismos neuronais, a ativacdo de células gliais também ja foi descrita por

desempenhar uma funcdo importante na patogénese da sindrome, uma vez que
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auxilia no processo de modulacdo da transmissdo de dor na medula espinhal.
Devido aos estimulos dolorosos, sdo liberadas citocinas pro-inflamatorias,
prostaglandinas e 6xido nitrico que estimulam e prolongam a hiperexcitabilidade da
medula espinhal (WATKINS et al.,, 2001; WATKINS; MAIER, 2005). Vérios
neurotransmissores também foram demonstrados envolvidos na sensibilizacéo
central, como a serotonina que tem uma funcado significativa na modulacdo da dor
(WATKINS; MAIER, 2005), regulacdo do humor e sono, explicando a associacdo de
alguns sintomas somaticos da FM (RESSLER; NEMEROFF, 2000; JUHL, 1998).
Também foi descrito o envolvimento do eixo hipotalamo-hipoéfise-adrenal (HPA) na
FM, devido a relacdo da sindrome com o estresse. Foram demonstrados niveis
elevados de cortisol e de horménio adrenocorticotréfico (ACTH) e provavelmente
estdo relacionados a niveis baixos de serotonina, uma vez que as fibras
serotoninérgicas regulam a funcéo do eixo HPA (CROFFORD, 2002; FERRACCIOL
et al., 1990; NEECK, 2000).

Em relacéo ao sistema imunoldgico, ja foi observada uma relagéo entre a FM
e doencas autoimunes (MIDDLETON et al., 1994; WOLFE; MICHAUD, 2004). Além
disso, as caracteristicas da sindrome junto com as respostas da doenca sao um
conjunto de mudancas adaptativas fisiologicas e comportamentais que podem
ocorrer em resposta a infec¢do, inflamacédo ou trauma tecidual. Essa resposta é
mediada pela liberacdo de citocinas pro-inflamatérias periféricas, que entédo
desencadeiam uma regulacao positiva da producédo de citocinas pro-inflamatérias no
cérebro, principalmente por células gliais (MILLIGAN; WATKINS, 2009). O estresse
agudo também tem sido relacionado ao aumento dos niveis circulantes de citocinas
pro-inflamatérias (GEISS; ROHLEDER; ANTON, 2012; KIM; MAES, 2003;
ROHLEDER; ARINGER; BOENTERT, 2012). Além do estresse, a diminuicdo da
duracdo e qualidade do sono também esta sendo apontada como uma causa
importante de elevagdo das citocinas pro-inflamatérias (ROHLEDER; ARINGER;
BOENTERT, 2012; HAACK; SANCHEZ; MULLINGTON, 2007).

Também é indicada uma relacdo da sindrome com doencas infecciosas,
como em um estudo onde 55% dos pacientes com FM relataram a associacao de
uma infeccdo ao aparecimento dos sintomas, sugerindo que a infecgdo € uma forma
de gatilho. Outros autores também descreveram uma maior prevaléncia da FM em

pacientes com virus da hepatite B e C, HIV, virus linfotropico de células T humanas
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e infeccbes por Mycoplasma (CASSISI; SARZI-PUTTINI; CAZZOLA, 2011;

MOHAMMAD et al., 2012). Porém, esses resultados ndo sao consistentes.

2.5 Mediadores Inflamatdérios

Ha inimeras investigacfes sobre a participacdo do sistema imunolégico na
origem e desenvolvimento da doenca. Apesar disso, os resultados divergem, nao
confirmando nem descartando as hip6teses (KOTTER et al., 2007; TOGO et al.,
2009; NISHIKAI et al., 2001; CARVALHO et al., 2008). Mediadores inflamatorios sédo
moléculas de atuacdo local ou sistémica, produzidas e liberadas frente a um
estimulo ou lesdo. Sdo originados no plasma, de tecidos lesados ou células
inflamatorias e apresentam redundéancia funcional (NATHAN, 2002).

As citocinas sdo marcadores sugestivos de atividade imunoldgica e estudos
recentes sugerem que apresentam um papel importante na patogénese desta
sindrome, apontando uma participacao na dor cronica e outros sintomas (WALLACE
et al, 2001). Estas proteinas sdo pequenas, ndo estruturais com peso molecular
entre 8 a 40.000. Acredita-se que sejam a chave do sistema imunolégico, mas
exercem um papel amplo na fisiologia, atuando em quase todos os 6rgaos e
sistemas. Normalmente, atuam como um regulador da inflamacédo. A unido seletiva
de uma citocina com o seu receptor na superficie da membrana celular induz uma
cascata de eventos intracelulares. O efeito das citocinas € breve, uma vez que seu
efeito prolongado poderia ser prejudicial e, de fato, um alto nivel de certas citocinas
tem sido associado a diferentes doencas como a artrite reumatoide e a doenca de
Crohn (DINARELLO, 2000).

Acredita-se que a despropor¢cdo entre citocinas proé-inflamatérias e anti-
inflamatdrias é o que causa uma sensibilizacdo periférica crbénica do sistema
nervoso, afetando a forma como a dor é processada (AHRENS; SCHILTENWOLF;
WANG, 2012; KIGUCHI; KOBAYASHI; KISHIOKA, 2012). Quando ha danificacao de
qualquer tecido, as ceélulas inflamatdrias se acumulam em volta, liberando
quimiocinas e citocinas que suscitam sensibilizacdo periférica. As citocinas
demonstraram modificar o efeito da atividade neuronal e influenciar o eixo
hipotalamo-hipdéfise-adrenal.

A IL-17 compreende um subconjunto de citocinas que participam de respostas

inflamatdrias agudas e crénicas. E uma citocina pro-inflamatéria que desempenha
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um papel fundamental na defesa do hospedeiro contra infecgbes, mas que também
esta implicada em condic¢des inflamatoérias, como doencgas autoimunes (OUYANG et
al., 2008; MILNER, 2011; KUCHROO et al.,, 2012; AHMED; GAFFEN, 2010;
TRINCHIERI, 2012; GALLIMORE; GODKIN, 2013). A producéo patolégica de IL-17
gera uma inflamacdo excessiva e danos no tecido aberto. Foi dada uma maior
importancia a essa citocina apds a descoberta de um subconjunto de células TCD4
+, a Thl7, que produz IL-17 e demonstrado que a IL-17 € um dos principais
impulsionadores para varias doengas autoimunes e inflamatérias. Os niveis
elevados de IL-17 e Th17 foram associados a varias doencas inflamatorias crbénicas
e autoimunes, como artrite reumatdide, psoriase e artrite psoriatica, espondilite
anquilosante, doenca de Crohn e esclerose multipla (LOCK et al., 2002; KAGAMI et
al., 2010; LOWES et al., 2008; KOBAYASHI et al., 2008).

A IL-23 é uma citocina que consiste em uma subunidade p40, que compartilha
com IL-12 e uma subunidade p19. Estudos revelaram que o eixo IL-23/IL-17 (Th17),
é fundamental para o desenvolvimento da autoimunidade (CUA et al., 2003;
MURPHY et al., 2003). A descoberta da IL-23 e ao esclarecimento da sua
atividade, levou a novos conhecimentos importantes na imunologia uma vez que a
IL-23 tem papéis fundamentais na patogénese da autoimunidade, induzindo uma
populacdo de células com uma Unica assinatura de gene inflamatorio (CUA et al.,
2003; OPPMANN et al., 2000; KASTELEIN et al., 2007).

As quimiocinas sdo um grupo de moléculas relativamente pequenas e
pertence a classe das citocinas pro-inflamatorias. Elas exercem um importante papel
na ativacao dos leucdcitos, controlando atividades de recrutamento e de ativagdo em
estados basal e inflamatério (LUSTER, 1998; CHARO; RANSOHOFF, 2006). Outros
tipos celulares também sofrem acdo das quimiocinas, como células epiteliais,
endoteliais e musculo liso (LOCATI et al., 2002).

Em um processo fisiopatolégico, as quimiocinas auxiliam no recrutamento e
transmigracdo de leucadcitos, eliminacdo de patdgenos, remodelamento vascular e
tecidual, cronificacdo da inflamacdo, apresentacdo de antigenos e
reparo/cicatrizacao dos tecidos (LOCATI et al., 2002; ROSENKILDE; SCHWARTZ,
2004). Também atuam aumentando a sensibilidade a dor através de uma acao
direta nos receptores de quimiocinas expressos nos nervos periféricos para 0s
ganglios dorsais e a medula espinhal (CHARO; RANSOHOFF, 2006; ABBADIE,

2005). Desta forma, quimiocinas sé@o consideradas importantes tanto na homeostase
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guanto na patogénese de doencas e, uma vez que o principal sintoma da
fibromialgia é dor, pode-se pensar que essas quimiocinas estejam envolvidas na
fisiopatologia desta sindrome.

A MCP-1 apresenta uma importancia significativa na ativagdo e recrutamento
de linfocitos T, mondcitos e basdfilos durante a inflamacdo aguda. Sado importantes
ativadores e quimioatrativos de linfocitos T, além de serem capazes de estimular a
lise de células-alvo pelas células NK provenientes da corrente sanguinea
(FERREIRA et al., 2005). J& a MIP-1la é descrita inicialmente como inibidor da
proliferacdo das células-tronco e regulador da hematopoiese. Também é
considerado um estimulador da producéo e liberacao de leucocitos da medula 6ssea
(SHERRY et al., 1988).

Uma vez que as citocinas e quimiocinas podem desempenhar um papel em
cada um dos sintomas principais da FM, uma producdo de citocinas desreguladas
em pacientes com FM é sugerido. No entanto, ndo ha resultados consistentes sobre
0 padrao dessas moléculas nesses individuos (UCEYLER; HOUSER; SOMMER,
2011). Ainda assim sdo alvos frequentes em diversas pesquisam que visam

investigar os mecanismos da patogénese da FM.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Consideracgdes éticas

Este estudo foi iniciado apds a aprovacéao do projeto de pesquisa pelo Comité
de Etica do Centro Universitario de Formiga — MG (UNIFOR-MG) através do nimero
de aprovacdo 332.004. (ANEXO A). Todos os procedimentos adotados estdo em
conformidade com a Declaracdo de Helsinque. Para a participacdo no estudo, os
voluntarios assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)
(APENDICE A).

3.2 Tipo de estudo

Este estudo é um estudo observacional, retrospectivo e transversal com o uso

do grupo de controle.

3.3 Participantes

ApOs o recrutamento de voluntarios através de propagandas em jornais e
divulgacdo nas Unidades Basicas de Saude, a amostragem foi realizada por
conveniéncia, e as primeiras 44 mulheres com FM e as 28 primeiras mulheres
saudaveis que preencheram os critérios de inclusdo participaram do estudo. As
mulheres previamente diagnosticadas com FM foram submetidas a uma triagem
médica para confirmar o diagndéstico por um especialista que usou os critérios do
CAR de 2011 (WOLFE; HAUSER, 2011).

3.4 Critérios de inclusdo ou excluséo

Para participar do estudo, os pacientes com FM deviam apresentar:
diagnéstico de FM por mais de dois anos, ter o diagnostico confirmado por um
especialista em medicina, idade entre 25 e 60 anos, IMC abaixo de 30 kg/m?, ter
interrompido o tratamento com medicamentos anti-inflamatérios em pelo menos 30
dias antes da coleta de dados, néo ter sido introduzido nenhum medicamento novo

no més anterior a coleta de dados e assinar o termo de consentimento.
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Foram excluidos do estudo aqueles que: ndo assinaram ou ndo concordaram
com o TCLE, aqueles que violaram o protocolo de coleta de dados, aqueles que
introduziram novos medicamentos no més anterior a coleta de dados, aqueles que
usaram anti-inflamatoérios esterdides e ndo esteréides nos ultimos 30 dias, mulheres
gravidas ou méaes lactantes, mulheres com doencas inflamatorias sistémicas ativas,
mulheres com malignidade e mulheres ja diagnosticadas com transtornos
depressivos maiores.

Para compor o grupo controle, foram selecionadas mulheres saudaveis com
IMC e idade semelhante a dos pacientes com FM. Os mesmos critérios de inclusdo
ou exclusdo foram adotados para mulheres saudaveis, além do fato de que nao

poderiam ter nenhuma condi¢cdo médica diagnosticada nos ultimos trés meses.

3.5 Coletade dados

Cinco mililitros de sangue periférico foram obtidos por puncdo da veia
braquial, em sequéncia foi armazenado em um tubo contendo &cido
etilenodiaminotetracético (EDTA) como o anticoagulante. A coleta de sangue foi
realizada em um laboratério clinico. O mesmo laboratério realizou a contagem de
células sanguineas, de acordo com o protocolo padréo do laboratério.

Os niveis de IL-17, IL-23, MIP-1a e MCP-1 no plasma foram determinados por
ELISA de acordo com a recomendacao do fabricante. IL-17 (Uscn Life Science Inc.,
Wuhan, PR China), o limite de deteccdo do ensaio foi de 5,9 pg/ml; IL-23 (Abcam,
San Francisco, CA), a sensibilidade do ensaio foi de 20 pg/ml; MIP-1a (Uscn Life
Science Inc., Wuhan, PR China), 5,9 pg/ml e MCP-1 (Abcam, San Francisco, CA), a
sensibilidade do ensaio foi de 2 pg/ml. Em todos os casos, o coeficiente de variagcao
intra-ensaio e inter-ensaio foi de <10% e <12%, respectivamente. A técnica ELISA
assegurou confiabilidade e validade para a deteccdo de citocinas, os resultados
obtidos por esta técnica sdo semelhantes aos obtidos por Reacdo em cadeia de
polimerase quantitativa em tempo real (Q-PCR), Cromatografia liquida de alta
performance (HPLC) e Citometria de fluxo (CBA) (AMSEN; TOWN, 2009).
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3.6 Analise estatistica dos dados

O teste de Kolmogorov-Smirnov foi utilizado para avaliar a distribuicdo dos
dados. O teste de Mann-Whitney foi utilizado para andlises intergrupos quando os
dados apresentavam distribuicdo anormal e o Teste t independente quando os
dados tinham distribuicdo normal. As correlacdes entre as variaveis foram realizadas
utilizando o teste de correlagdo de Spearman. A regressao multipla foi utilizada para
selecionar a relacdo independente entre a contagem global de leucécitos e as
variaveis preditivas. Ajustes do tipo stepwise foram feitos para controlar variaveis
gue sao potenciais fatores de alteracdo para niveis de leucdcitos. Todos os testes
foram realizados em IBM SPSS Statistics for Windows, Versao 19.0 (Armonk, NY), e
o nivel de significancia foi de 5% (a=0,05). Os resultados foram representados por
meédia + desvio padrao (DP) e IC 95%.
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Em relacéo as caracteristicas sociodemograficas dos participantes, a tabela 1

demonstra a semelhanca entre os membros dos dois grupos (TAB. 1).

Tabela 1 - Caracteristicas sociodemograficas dos pacientes com FM e controles

saudaveis.
Pacientes FM (N=44) Controles saudaveis (N=28)

Variaveis Média + DP 95% IC Média + DP 95% IC Valor p
Idade 43,75 + 8,19 41,26-46,24 45,54 + 4,51 43,78-47,29 0,29
Peso 70,70 £ 9,43 67,84-73,57 69,79 £ 4,59 68,00-71,57 0,89
Altura 1,65+ 0,05 1,63-1,66 1,64 £ 0,04 1,62-1,66 0,79

IMC 25,85+ 2,34 25,13-26,56 25,80 +1,94 25,05-26,55 0,93

Resultados do teste de Mann-Whitney ou Teste t independente para as diferengas entre 0s grupos
em variaveis sociodemograficas. Os resultados séo expressos em média + desvio padrdo e 95% de
intervalo de confianga (IC 95%).

Fonte: Da autora.

Os resultados deste estudo demonstram que ndo ha diferenca significativa

entre controles saudaveis e pacientes com FM, em relacdo ao numero absoluto ou

relativo de: eritrécitos, hemoglobina, hematdcrito, mieldcitos, metamieldcitos,
bastonetes, segmentados, eosindéfilos, basofilos, linfécitos tipicos, mondcitos,
linfécitos atipicos e plaquetas (TAB. 2).
Tabela 2 - Hemograma dos pacientes com FM e controle saudaveis.
Pacientes FM (N=44) Controles saudaveis (N=28)
CBC Média + DP 95% IC Média + DP 95% IC Valor p
Eritrocitos 4,48 + 0,31 4,39-4,58 4,35 + 0,36 4,21-4,49 0,10
(milhdes/mms3)
Hem(%%‘l’)b'”a 12,80+0,87  12,53-13,07  12,50+0,84  12,17-12,83 0,12
Hem‘("})zo)c”to 38974253  3820-39,74  38,18+283  37,08-2,83 0,15
Global de
Leucocitos 7.356 £1.916  6.735-7.977 5979+ 1.053  5.534-6.424 0,002**
(célula/mm3)
Mielocitos (%) 0.0+0.0 0,0+0,0
Metamielécitos
(%) 0.0+0.0 0,0 £0,0
Bastonetes (%) 0,38 + 0,65 0,18-0,58 0,28 + 0,46 0,10-0,46 0,75
Segmentados g7 35,754  6503-69,61  64,71+508  62,74-66,69 0,11

(%)
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Eosinofilos (%) 0,90 + 0,98 0,54-1,38 1,14 + 0,65 0.89-1,39 0,09
Basofilos (%) 0,0+£0,0 0,0+0,0
Linfocitos 2045+714 27283163  3157+430  29.90-33,24 0.16
Tipicos (%)
Mon6citos 1,93 + 0,97 1,63-2,22 210 +0,78 1,80-2,41 021
Linfécitos
AtiDiSs (5% 0.0+0,0 0,0+0,0
Plaguetas 307.909 + 287.442- 300. 857 + 277.081- 065
(célula/mm?) 67.320 328.376 61.315 324.633 :

Resultados do teste de Mann-Whitney ou Teste t independent para as diferengas entre 0s grupos em
diferentes variaveis analisadas no estudo. Os resultados sdo expressos em média + desvio padrdo e
intervalo de confianga de 95% (IC 95%). (**p<0.01).

Fonte: Do autor.

No entanto, os resultados demonstram que o numero global de leucdcitos por
mm?3 de sangue em pacientes com FM é significativamente maior que o encontrado
em mulheres saudaveis (p=0,002). No grupo de mulheres com FM, a mediana foi de
7150 células/mm?, e entre as mulheres saudaveis, a mediana encontrada foi de
6200 células/mm? (FIG. 2). A mediana encontrada em pacientes com FM é 12,67% e
os valores médios sédo 18,71% maiores que os valores encontrados em mulheres

saudaveis.

Figura 2 - Comparacao entre o niumero absoluto de leucdcitos
globais por mm?3 encontrados no sangue de pacientes com FM

(FM) e controles saudaveis (HC).
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Fonte: Da autora.
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Em relac&o aos niveis plasmaticos de citocinas: IL-17, IL-23, MIP-1a e MCP-
1, os dados mostram que 0s niveis plasmaticos de todas essas citocinas sao
significativamente diferentes entre pacientes com FM e controles saudaveis (TAB.
3).

Tabela 3 - Niveis de citocinas em pacientes com FM e controles saudaveis.

Pacientes FM (N=44) Controles saudaveis (N=28)

Citocinas Média + DP 95% IC Média + DP 95% IC Valor p
IL-17 50,00 + 35,63 37,95-62,06 21,17 + 8,53 17,56-24,77 <0,0001***
IL-23 155,10 £ 13,16  150,08-159,40 142,7 £ 7,96 139,40-145,90 0,0373*

MIP-1a 78,00 = 20,47 70,74-85,25 67,07 £ 20,95 57,78-76,36 0,0383*
MCP-1 27,98 £ 14,13 23,20-32,76 18,02 £ 12,12 12,90-23,14 <0,0001**

Resultados do teste de Mann-Whitney ou Test t independent em comparagdo com as diferencas entre
os grupos em diferentes citocinas analisadas no estudo. Os resultados séo expressos em média + DP
e 95% de intervalo de confianga (IC 95%). *p<0.05 e **p<0.01.

Fonte: Da autora.

As analises intergrupos revelaram que os niveis de IL-17 (p<0.001), IL-23 (p=
0.0373), MIP-1a (p=0.0383) e MCP-1 (p<0.001) s&o significativamente maiores em
pacientes com FM do que em controles saudaveis, pareados pelo género, idade e
IMC (FIG. 3).

A andlise da correlacdo entre o nimero absoluto de leucécitos globais por
mm? de sangue e os niveis plasmaticos de citocinas (IL-17, IL-23, MIP-1a e MCP-1),
idade e IMC em pacientes com FM mostraram que o numero absoluto de leucécitos
globais por mm?® de sangue esta associado significativamente e positivamente aos
niveis séricos de IL-17 (r=0,52 e p=0,002) e IL-23 (r=0,40 e p=0,018). As outras
variaveis ndo apresentaram relacao estatisticamente significativa com o numero de
células brancas por mm?3 de sangue (TAB. 4).

Entre os controles saudaveis, os niveis de leucécitos globais por mm?2 de
sangue nado foram correlacionados com os niveis plasmaticos de IL-17, IL-23, MIP-
la, MCP-1, idade ou IMC (TAB. 5).

A analise de regressao multipla mostrou que, no grupo de pacientes com FM,
entre todos os modelos possiveis, o Unico modelo (R%=51,6%) testado que explicou
0s niveis de leucécitos globais em pacientes com fibromialgia foi o que continha
apenas a apenas a Vvariavel explicativa IL-17. Esta variavel permaneceu

independentemente associada aos niveis globais de leucocitos. Neste modelo, para
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cada aumento de 1 pg/mL da IL-17, observou-se um aumento médio de 38,54
células/mm?3 nos niveis globais de leucécitos (TAB. 6).

No grupo controle, entre todos os modelos testados, foram gerados dois
modelos: Modelo A (RZ%;j=35,7%) contendo apenas a IL-23, esta citocina foi
associada independentemente com niveis globais de leucécitos. Neste modelo, para
cada aumento de 1 pg/mL de IL-23 observou-se uma reducdo média de 71,52
células/mm? nos niveis globais de leucécitos. O modelo B (R?=63,6%) foi composto
pelas variaveis explicativas IL-23 e MCP-1, que foram independentemente
associadas aos niveis globais de leucocitos. Neste modelo, cada aumento de 1
pg/ml de IL-23 representa uma diminuicdo média de 97,77 células/mm3 e, cada
aumento de 1 pg/ml de MCP-1 em média de uma diminuicdo de 43,95 células/mm?
na global de leucdcitos (TAB. 6). Em nenhum dos grupos, as variaveis MIP-1a, idade

e IMC foram associadas aos niveis globais de leucdcitos.

Figura 3 — Comparacdo dos niveis plasmaticos de citocinas encontradas em

pacientes com FM (FM) e controles saudaveis (HC).
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[A] Niveis de IL-17; [B] niveis de IL-23; [C] niveis de MIP-1a e [D] niveis de MCP-1. (*p<0.05 e
**p<0.01).
Fonte: Da autora.
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Tabela 4 - Matriz de correlacao entre leucocitos globais, idade, IMC e citocinas em
pacientes com FM.

Globalde 7 IL-23  MIP-la  MCP-1 Idade IMC
Leucécitos
Global de Coeficiente
| e de 1000 0,520**  0,403* 0,300 0,112 -0,166 0,037
eucocitos ~
Correlacao
Valor de p - 0,002 0,018 0,113 0,550 0,311 0,825

Matriz de correlagéo entre o nimero absoluto de leucdcitos globais e niveis plasméticos de IL-17, IL-
23, MIP-1a, MCP-1, idade e IMC em pacientes com FM. O teste realizado para a analise foi o teste de
correlacao de Spearman. (*p<0.05 e **p<0.01).

Fonte: Da autora.

Tabela 5 - Matriz de correlagéo entre leucécitos globais, idade, IMC e citocinas em
controles saudaveis.

Globalde 7 IL-23 MIP-la MCP-1 Idade  IMC
Leucocitos
Global de Coeficiente
. de 1000 0,016 -0,169 -0,302 -0,166 -0,035 0,336
leucocitos ~
Correlacao
Valor de p - 0,947 0,464 0,195 0,485 0,870 0,109

Matriz de correlagdo entre o nimero absoluto de leucdcitos globais e niveis plasmaticos de IL-17, IL-
23, MIP-1a e MCP-1 encontrados em controles saudaveis. O teste realizado para a analise foi o teste
de correlagéo de Spearman.

Fonte: Da autora.

Tabela 6 - Regressao multipla para avaliar a relacdo independente entre variaveis
explicativas e niveis globais de leucécitos.

Pacientes FM (N=44) Controle saudavel (N=28)
Global de leucé6citos Global de leucécitos
Mozelo 8 0 95%IC R Moze'o B o 95%IC Ry
22.331- -123.72
IL-17 38.540 <0,001** 54 749 0,516 IL-23 -71.528 0,011* 2-19.32 0,357
Modelo
B
-140.94
- - *%
IL-23 97.772 <0.001 a-54.60 0,636
-72.83 a
- - *%
MCP-1 43.956 0,006 15.07

Todas as variaveis explicativas (IL-17, IL-23, MIP-1a, MCP-1, idade e IMC) foram inseridas em
regressdo multipla para identificar os melhores preditores para a variavel de resultado (global de
leucacitos). No grupo de pacientes com FM - Modelo A: IL-17 e no grupo de controles saudaveis -
Modelo A: IL-23 e Modelo B: IL-23, MCP-1 foram selecionados entre todos os modelos possiveis.
(**p<0.01).

Fonte: Da autora.
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5 DISCUSSAO

Algumas evidéncias apontam para um papel importante do sistema
imunolbgico na manifestacdo e perpetuacao de varios sintomas experimentados por
pacientes com FM (CARVALHO et al., 2008; PERNAMBUCO et al., 2013; AL-ALLAF
et al., 2002). Afinal, sabe-se que a resposta imune € um fendmeno altamente
particular, que varia muito de carater e intensidade em diferentes individuos e,
portanto, pode contribuir para a variabilidade clinica apresentada por esses
pacientes (NASCIMENTO, 2008). A este respeito, acredita-se que 0 sistema
imunologico possa ser uma chave a ser considerada durante o diagnéstico de FM e
durante o processo de tomada de decisao clinica por profissionais que lidam com a
sindrome de FM.

No presente estudo, o grupo de pacientes com FM e o grupo de controles
saudaveis nao diferiu significativamente em relacdo ao sexo, idade, peso, estatura e
IMC. Apenas mulheres foram recrutadas neste estudo, porque a FM afeta até nove
mulheres para cada homem (BELLATO et al., 2012). Em ambos os grupos, a idade
meédia das mulheres excedeu 42 anos. No Brasil, a fase pré-menopausa comeca em
torno de 42 anos, periodo de atividade fisica, mental e laboral completa (FONSECA
et al., 2010). E importante salientar que este estudo nio avaliou se as mulheres
haviam entrado ou ndo no periodo da menopausa. Se considerarmos apenas a
idade média em que a menopausa ocorre entre mulheres brasileiras, 48,1 anos
(FONSECA et al., 2010), cerca de 32% das mulheres no grupo FM e 36% dos
participantes no grupo HC ja se encontravam na menopausa. Essa semelhanca
entre 0s grupos € importante, uma vez que altos niveis de IL-17 foram mostrados em
mulheres pés-menopausicas com deficiéncia de estrogénio (MOLNAR et al., 2004),
bem como altos niveis de MCP-1 (YASUI et al.,, 2009). Em relacdo ao IMC, os
participantes em ambos 0s grupos estavam acima do peso. Sabe-se que o IMC esta
diretamente associado a maiores niveis de citocinas inflamatorias (SUMARAC-
DUMANOVIC et al.,, 2009). Neste estudo, nao incluimos mulheres que foram
diagnosticadas com transtornos de depressdo maior, doencas autoimunes e
inflamatorias, malignidades e que usaram drogas anti-inflamatérias. Afinal, essas
condicdes podem interferir diretamente nos niveis de citocinas inflamatoérias
(PERNAMBUCO et al.,, 2013; STURGEON et al.,, 2014). A semelhanca entre os

grupos reduz a ocorréncia de viés e torna os achados ainda mais relevantes.
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Os resultados mostraram niveis significativamente maiores de leucdcitos
globais, IL-17, IL-23, MIP-1a e MCP-1 em pacientes com FM em comparacdo com
controles saudaveis. A média de leucdcitos globais encontrada em pacientes com
FM foi de 7356 + 1916 células por mm3. De acordo com a literatura, apenas valores
de leucécitos maiores que 11.000 por mm? podem ser descritos como leucocitose
(NASCIMENTO, 2008). Portanto, € importante notar que o0s pacientes neste estudo
ndo apresentaram quadro tipico de leucocitose. No entanto, a diferenca significativa
encontrada entre pacientes com FM e controles saudaveis ndo pode ser ignorada,
pois, isso pode estar sinalizando a presenca de uma resposta imune de baixo
potencial nesses pacientes (NASCIMENTO, 2008; FRANCISCHETTI et al., 2010).

Neste estudo, os leucdécitos globais médios foram significativamente maiores
em pacientes com FM do que em controles saudaveis. O estudo de Carvalho et al.
(2008) que também avaliou os pacientes FM brasileiros nédo corroborou os dados
aqui apresentados. No estudo mencionado, foi demonstrado niveis elevados em
pacientes com FM, mas néo foram observadas diferencas significativas entre os
pacientes com FM e os controles saudaveis (CARVALHO et al., 2008). O mesmo
resultado encontrado por Carvalho et al. (2008) também pode ser visto nos
resultados de Souza et al. (2003). No entanto, os resultados do presente estudo séao
corroborados por Macedo et al., os autores descobriram ndo apenas um aumento
significativo no recrutamento de leucdcitos em pacientes com FM, mas também
evidenciaram um aumento significativo na adeséo de leucécitos em pacientes com
FM (MACEDO et al., 2007).

Além da diferenca significativa entre controles e pacientes em relacdo aos
leucécitos globais, este estudo também mostrou que as demais variaveis (eritrécitos,
hemoglobina, hematdcrito, mieldcitos, metamieldcitos, bastonetes, segmentados,
eosinofilos, basofilos, linfocitos tipicos, mondcitos, linfécitos atipicos e plaguetas)
nao diferiram significativamente entre os dois grupos. Esses achados corroboram
com outros estudos (CARVALHO et al., 2008; SOUZA et al., 2003). No entanto, a
falta de significancia estatistica ndo pode ocultar a potencial importancia clinica dos
aumentos observados nos pacientes com FM em quase todas as variaveis
analisadas neste estudo. Este ligeiro aumento quando observado a luz de técnicas
mais sofisticadas, como a microscopia confocal, a reagcdo em cadeia da polimerase
(PCR) ou a citometria de fluxo, entre outros, podem revelar dados importantes

omitidos durante o exame de sangue. Essas técnicas podem identificar a presenca
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de subconjuntos de células com base em marcadores especificos na superficie e/ou
interior celular (CARVALHO et al., 2008; NEESON et al., 2003; ABDALLA et al.,
2003). Esta hipotese € apoiada pelos resultados de Carvalho et al. (2008) que néo
encontraram alteracdes significativas nos leucdcitos sanguineos de pacientes com
FM em comparacdo com controles, mas, ao se analisar as subpopulacdes de células
imunes por citometria de fluxo, demonstrou que as subpopulacdes de células
ativadas foram significativamente maiores em pacientes com FM. Os dados
apresentados ndo nos permitem confirmar as descobertas acima, uma vez que as
subpopulacdes de células imunes nao foram analisadas no presente estudo.

Este estudo também demonstrou um aumento significativo nos niveis
plasméticos de IL-17, IL-23, MIP-1a e MCP-1 em pacientes com FM. Todas estas
citocinas tém alto potencial pro-inflamatorio, uma vez que induzem a expresséo de
outras citocinas, quimiocinas e metaloproteinases (KORN et al., 2009; HILLYER et
al., 2009; DESHMANE et al., 2009; FENG et al., 2009). Além disso, eles participam
da sinalizacdo em varias vias celulares, tais como: STAT3, NF-kB e MAPK causando
0 inicio ou a perpetuacdo da resposta inflamatéria (KIM; MOALEM-TAYLOR et al.,
2011; SHANKAR et al., 2012). Também é importante notar que todas essas
citocinas foram associadas a condi¢cdes autoimunes como artrite reumatoide, lUpus
eritematoso sistémico, esclerose mudltipla, miocardite autoimune, dentre outras.
(CHEN et al., 2011; KURTUCUN et al., 2012; GOSER et al., 2005).

Em relacéo a IL-17, componentes deste grupo de pesquisa foram 0s primeiros
a demonstrarem altos niveis desta potente molécula inflamatéria no plasma de
pacientes com FM (PERNAMBUCO et al., 2013) e os resultados do presente estudo
confirmam os achados anteriores. A IL-17 é produzida principalmente por linfocitos
TH17, mas pode ser produzidos por células natural killers, células dendriticas e
neutréfilos (CUA; TATO, 2010). Niveis elevados de IL-17 ja foram identificados em
outras condi¢bes autoimunes tais como artrite reumatoide, espondilite anquilosante,
sindrome de Sjogren e esclerose multipla (ZHANG et al., 2012; MIELIAUSKAITE et
al., 2012; YOSHIZAKI et al., 2011; ROMERO-SANCHEZ et al., 2011). E importante
notar que os altos niveis de IL-17 demonstrados neste estudo podem aumentar 0s
sintomas da FM. Afinal, de acordo com a leitura, os niveis de IL-17 estédo
diretamente relacionados a intensidade de sintomas como dor (MENG et al., 2013),
depressao (CHEN et al., 2011) e ansiedade (LIU et al., 2012).
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De acordo com nosso conhecimento, este € o primeiro estudo a investigar e
demonstrar niveis elevados de IL-23 em pacientes com FM. Esse achado é
importante porque a IL-23 tem um papel fundamental no equilibrio entre células T
reguladoras e células T efetoras, esse equilibrio é essencial para a modulagcdo da
autoimunidade (IZCUE et al., 2008).

A IL-23 é uma potente citocina pré-inflamatéria produzida principalmente por
células dendriticas e macréfagos, é capaz de estimular as células TH17 para
promover o inicio ou a perpetuacdo da resposta imune e a inflamacao cronica
mediada por células TH17 (TOUSSIROT, 2012). Niveis elevados de IL-23 foram
descritos em varias condi¢cdes inflamatdrias crénicas, como doenca articular,
doencas intestinais e doencas desmielinizantes (WELSBY et al., 2016). Além disso,
a IL-23 tornou-se um importante alvo terapéutico para condicbes autoimunes e,
portanto, os agentes anti IL-23 estdo sendo desenvolvidos (RIOS-NAVARRO et al.,
2015). Nao foi identificado nenhum estudo sobre o papel da IL-23 na sindrome FM, o
que impede a comparacao com os achados aqui apresentados.

Quanto aos niveis de MIP-1la, mudangas significativas também foram
encontradas em pacientes com FM. Nos seres humanos, existem duas formas
principais, MIP1-a [CCL3] e MIP1-b [CCL4], ambas sao produzidas por macrofagos,
células dendriticas e linfécitos, sdo cruciais na resposta infecciosa e inflamatoria,
pois atraem mondcitos, neutréfilos, eosindfilos, basofilos, células T e células B
(SNYDER-CAPPIONE et al, 2010). Zhang et al. (2008) ndo encontraram diferengas
significativas nos niveis de MIP-1la em comparacdo com controles saudaveis e
pacientes com FM. De acordo com Tomioka e Matsui (2014), esta citocina € um
biomarcador das doencas neuroinflamatorias e desmielinizantes, como a esclerose
multipla. Desse modo, € necessario enfatizar que um importante trabalho de revisédo
destaca o papel da neuroinflamacdo na patogénese da sindrome de FM. Os autores
também sugerem que a neuroinflamacdo é um importante contribuinte das
caracteristicas clinicas apresentadas pelos pacientes FM (LITTLEJOHN et al., 2015).
O presente estudo néo avaliou a presenca de neuroinflamacdo em pacientes com
FM, mas os niveis elevados de MCP-1a encontrados em pacientes com FM podem
sugerir a presenca de neuroinflamacéo nesses pacientes.

Em relacdo ao MCP-1 [CCL2], os niveis aumentados identificados neste
estudo, corroboram os achados de Zhang et al. (2008) e Bote et al. (2012). O MCP-1

€ produzido por varios tipos de células, tais como: células endoteliais, células
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epiteliais, fibroblastos, mondcitos, astrocitos e células microgliais (MELGAREJO et
al., 2009). MCP-1 recruta células dendriticas, mondcitos e linfocitos T para locais de
les&o tecidual e infeccdo (MELGAREJO et al., 2009). A superexpressédo de MCP-1
foi observada em vérias condi¢cBes, tais como arteriosclerose, artrite e cancer. No
entanto, € necessario enfatizar que o papel do MCP-1 nestas condi¢cdes ndo € bem
compreendido (DESHMANE et al., 2009). O que € conhecido até agora € que tanto o
MCP-1 como seu receptor [CCR2] sdo superexpressos nos ganglios da base em
modelos de dor neuropética e podem induzir e melhorar o fenbmeno da hiperalgesia
(WHITE et al., 2009). Na FM, ndo h& evidéncias para apoiar o papel da MCP-1 na
dor percebida pelo paciente com esta condi¢cdo. Neste estudo, a associacao entre 0s
niveis de citocinas e os principais sintomas de FM nao foi testada, uma vez que a
intensidade dos sintomas néo foi avaliada através de questionarios especificos e
validados.

Embora ndo haja muitas evidéncias cientificas que ligam os niveis de IL-17,
IL-23, MIP-1a e MCP-1 aos principais sintomas de FM (dor, ansiedade, depresséo,
distarbios do sono e fadiga), € necessario enfatizar que outras citocinas inflamatorias
tais como IL-1 IL-6, IL-8 e TNF ja foram associadas a estes sintomas (MENG et al.,
2013; SVENSSON et al., 2010; ANG et al., 2011). A origem de IL-17, IL-23, MIP-1a
e MCP-1 em pacientes com FM nao foi abordada neste estudo, mas possivelmente
€ produzida, pelo menos em parte, por linfocitos T ativados ou linfécitos CD5 + e
CD5-B, j& que ja foi demonstrado um aumento do numero dessas células em
pacientes brasileiros com FM (CARVALHO et al., 2008).

Neste estudo, a associacao positiva e significativa entre o nimero absoluto de
leucocitos e os niveis plasmaticos de IL-17 e IL-23 suporta 0 envolvimento dessas
moléculas no recrutamento de leucécitos em pacientes com FM. Esta descoberta
também € importante no contexto da sinalizacdo celular, uma vez que a IL-23
desempenha um papel fundamental no desenvolvimento das células TH17,
responsavel pela producdo de IL-17 (ZHOU et al.,, 2007). Neste contexto, um
aumento nos niveis de IL-23 pode resultar em niveis elevados de IL-17, e ambos
podem contribuir para o recrutamento de leucécitos globais observados aqui.

Embora as andlises de correlagdo tenham demonstrado a associagdo positiva
de IL-17 e IL-23 com niveis globais de leucdcitos em pacientes com FM, apenas a
IL-17 permaneceu no modelo de regressdo mdultipla como variavel preditiva dos

niveis globais de leucdcitos encontrados em pacientes com FM. Este resultado
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destaca o papel importante da IL-17 na fisiopatologia da FM e a coloca como um
potencial alvo terapéutico. Entre os controles saudaveis, ndo houve associacao
entre leucécitos globais e niveis de IL-17, IL-23, MIP1-a e MCP-1. E, a regressao
multipla stepwise mostrou que os niveis de IL-23 e MCP-1 estdo negativamente
associados aos niveis globais de leucocitos encontrados em controles saudaveis. A
diferenca encontrada entre pacientes com FM e controles saudaveis quanto as
variaveis que explicam o desfecho pode sugerir a presenca de um padrado distinto de
imunomodulacdo em pacientes com FM, mediada por células TH17 (PERNAMBUCO
et al., 2013; KORN et al., 2009).

E importante notar que idade e IMC podem ser considerados fatores de
alteracdo para leucdcitos globais. No entanto, nem no grupo de pacientes com FM
nem no grupo de controle saudavel, essas variaveis ndo se correlacionaram com os
niveis de leucdcitos. Do mesmo modo, essas variaveis ndo permaneceram em
nenhum dos modelos que explicam o resultado do estudo. Assim, a associacao
independente entre IL-17, independentemente da idade e do IMC em pacientes com
FM, refor¢a a participacdo do sistema imunoldgico na fisiopatologia desta condigé&o.

E necessario ressaltar que, apesar da limitacdo do nimero de pacientes, os
resultados deste estudo devem ser considerados no momento do diagndstico e/ou
no momento de implementar a abordagem terapéutica para pacientes com FM, seja
farmacolégico ou ndo. Atualmente, o diagnéstico desta condicdo é essencialmente
clinico (WOLFE; HAUSER, 2011; BAZZICHI et al., 2011) e o tratamento consiste na
interacdo de varias classes de drogas, mesmo sem suporte cientifico para tal
interacdo (MEASE et al., 2011).
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6 CONCLUSAO

Os niveis mais elevados de leucdcitos globais, IL-17, IL-23, MIP-1a e MCP-1
em pacientes com FM e a associacdo positiva entre IL-17, IL-23 e global de
leucdcitos em pacientes com FM apoiam o envolvimento do sistema imunoldgico
nesta condicdo. No momento do diagnostico ou na tomada de decisédo clinica, é

importante considerar essa relacao.
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ABSTRACT
Objectives: To evaluate and compare the blood leukocytes and plasmatic levels of cytokines [IL-17, 1L-23, MIP-1a
and MCP-1] found in patients with fibromyalgia [FM] and healthy controls.
Methods: Forty-four women with FM and 28 healthy women matched by age and Body Mass Index [BMI]

participated in this study. The white blood cell count was determined by the complete blood count [CBC]. The
plasmatic levels of cytokines were determined by enzyme-linked immunosorbent assay [ELISA]. The statistical
analysis was performed by means of the Kolmogorov—-Smirnov test for data distribution, the Mann—-Whitney test or

independent #-test to test for intergroup differences, Spearman’s correlation test for association between the variables
and stepwise multiple regression to select the independent predictive variables. The tests were performed in SPSS v.19
(SPSS Inc., Chicago, IL), with signifficance level set to a 0.05.

Results: Patients with FM had significantly higher levels of global leukocytes, IL-17, IL-23, MIP-1a and MCP-1 than
healthy controls. The absolute number of global leukocytes is directly and positively correlated with plasmatic levels of
IL-17 and IL-23 in FM patients. IL-17 was the only variable selected in the prediction model of leukocyte levels in FM
patients.

Conclusions: The higher levels of global leucocytes, IL-17, 1L-23, MIP-1a and MCP-1 showed by FM patients

support the involvement of the immune system in the pathophysiology of this condition. The association between high
levels of global leukocytes with high plasmatic levels of cytokines, mainly IL-17, in FM patients should be considered
during the FM’s diagnosis and clinical decision making.

Keyworps: fiboromyalgia, leukocytes, pathophysiology, immune response, inflammation

INTRODUCTION

Fibromyalgia [FM] is a rheumatic condition mani-
fested by about 2.5% of the population, and which
mainly affects women, at a ratio of up to nine
women to every man (1). FM is characterized by
chronic pain [longer than three months], generalized
[right and left side of the body, above and below the
average waistline and at least one point of the axial
skeleton] (2). In addition to pain, several other
symptoms comprise the clinical picture of FM,
among them, are: fatigue, depression, irritable bowel

syndrome, poor quality sleep, headaches, cognitive
disturbances and morning stiffness. However, a
manifestation of these symptoms can widely vary
between patients (2,3).

The clinical heterogeneity presented by patients
with FM is a factor that hinders the diagnosis of this
condition, which it has been made solely by clinical
form so far, and currently there has been no biomarker
for this condition (1). Moreover, ample manifestation
and complexity of FM symptoms suggest a multifac-
torial etiology for this condition, after all, a single




etiologic factor is unable to explain the diversity of the
symptoms shown by patients. Thus, it has become
consensus that genetic alterations, cognitive behav-
ioral, neuroendocrine and immunological seem to
interact resulting in the genesis and evolution of the
clinical picture of the FM (4).

In turn, the involvement of the immune system in
FM syndrome is a frequent target of studies (4-10).
Although in some instances, these are contradictory
and inconclusive, in most of the cases they support
the participation of immune response in onset and
perpetuation of the symptoms shown by patients
with FM (4,5). The determination of the involve-
ment of the immune response in the pathophysi-
ology of FM is relevant mainly for the fact that,
currently drug therapy for this condition consists
mainly of tricyclic antidepressants [amitriptyline and
nortriptyline], other antidepressants [duloxetine,
milnacipran, venlafaxine, citalopram, fluoxetine
and paroxetine], muscle relaxants [cyclobenzaprine],
anticonvulsants [pregabalin and gabapentin], pain
relievers [acetaminophen], nonsteroidal anti-inflam-
matory drugs [aspirin, ibuprofen and naproxen],
that even working together do not promote full
remission of the symptoms (11,12).

Given this context, the aim of this study was to
seek evidence to support a possible role of immune
activity in the pathophysiology of FM. For this
purpose was conducted a comparative analysis of
white blood cells [WBC] values, and plasma levels
of: interleukin 17 [IL-17], interleukin 23 [IL-23],
macrophage inflammatory protein 1a [MIP-1a] and
monocyte chemotactic protein [MCP-1] found in
FM patients diagnosed according to American
College of Rheumatology criteria (2) and healthy
controls, matched for gender, age and body mass
index [BMI].

MATERIALS AND METHODS
Ethical considerations

This study was initiated after approval of the
research project by the Ethics Committee of Centro
Universitario de Formiga - MG (UNIFOR- MG)
through the approval number 332.004. All
procedures adopted are in line with the Declaration
of Helsinki. For participation in the study volunteers
signed an instrument of consent for participating in
the study.

Type of study

This study is observational, retrospective and cross-
sectional study with control group use.
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Participants

After the active encouragement of voluntary through
advertisements in newspapers, disclosure in Basic
Health Care Units, the sampling was done by
convenience, and the first 44 women with FM and
the first 28 healthy women who met the criteria for
inclusion and exclusion were included in the study.
The women previously diagnosed with FM under-
went a medical screening to confirm the diagnosis by
a specialist who used the criteria of the American
College of Rheumatology 2011 (2).

Inclusion and exclusion criteria

To participate in the study patients with FM should
have: FM diagnosis for more than two years, have
the diagnosis confirmed by a medical specialist, aged
between 25 and 60 years, BMI below 30 kg/m?,
stopping treatment with anti-inflammatory drugs at
least 30 days before data collection [painkillers and
muscle relaxants were allowed], not introduced to
any new drug in the month before data collection
and have signed the instrument of consent.

Prevented from participating in the study were
those who: did not sign the consent form, those who
violated the data collection protocol, those that were
introduced to new drugs in the month before data
collection, those who used anti-inflammatory steroid
and non-steroids in the last 30 days, pregnant
women or nursing mothers, women with active
systemic inflammatory diseases, women with malig-
nancy and women already diagnosed with major
depressive disorders.

To compose the control group, were selected
healthy women with a BMI and age similar to that of
patients with FM. The same inclusion and exclusion
were adopted for healthy women, besides the fact
that they could not have any medical condition
diagnosed in the last three months.

Data collection

Five milliliters of peripheral blood was obtained by
puncture of the brachial vein using ethylenediamine
tetraacetic acid [EDTA] as the anticoagulant. The
blood collection was performed in a clinical labora-
tory. The same laboratory performed the blood cell
count tests, according to the standard protocol.

The levels of IL-17, IL-23, MIP-1a and MCP-1in
plasma were determined by enzyme-linked immuno-
sorbent assay [ELISA] according to the manufac-
turer’s recommendation. IL-17 [Uscn Life Science
Inc., Wuhan, PR China], the limit of detection of the
assay was 5.9 pg/ml; IL-23 [Abcam, San Francisco,
CA], the sensitivity of the assay was 20 pg/ml;



MIP-1a [Uscn Life Science Inc., Wuhan, PR China],
5.9 pg/mland; MCP-1[Abcam, San Francisco, CA],
the sensitivity of the assay was 2 pg/ml. In all the
cases, the coefficient of variation intra-assay and

inter-assay were 510% and 512%, respectively.
The ELISA technique has ensured reliability and
validity

for the detection of cytokines, the results obtained
by this technique are similar to those obtained
by real-time quantitative polymerase chain reaction
[Q-PCRY], high-performance liquid chromatography
[HPLC] and cytokine bead array [CBA] (13).

Statistical analysis of the data

The Kolmogorov—-Smirnov test was used to evaluate
the distribution of the data. The Mann—Whitney test
was used for intergroup analysis when the data had
abnormal distribution and, independent t-test was
used when the data had normal distribution. The
correlations between the variables were performed
using Spearman’s correlation test. Stepwise multiple
regression was used to select the independent
relationship between global leucocytes and predict-
ive variables. The adjustments were made in order to
control variables that are potential confounders for
leukocyte levels. All tests were performed in IBM
SPSS Statistics for Windows, Version 19.0 [Armonk,
NY], and the level of significance was of 5%
[2140.05]. The results were represented by
mean + standard deviation [SD], and 95% CI. For
improving the visualization of the results, these were
presented in graphs and tables.

RESULTS

The sociodemographic characteristics of the partici-
pants at the baseline demonstrate the similarity
between the members of the two groups [Table 1].
Results of the Mann-Whitney test or independent
t-test for the differences between groups in socio-
demographic variables. The results are expressed in
mean + SD and 95% confidence interval [95% CI].
The results of this study demonstrate that there is
nosignificant difference between healthy controls
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and patients with FM regarding with the absolute
or relative number of: erythrocytes, hemoglobin,
hematocrit, myelocytes, metamyelocytes, rod cells,
segmented cells, eosinophils, basophils, typical
lymphocytes, monocytes, atypical lymphocytes and
platelets [Table 2].

Results of the Mann—-Whitney test or independent
t-test for the differences between groups in different
variables were analyzed in the study. The results are
expressed in mean + SD and 95% confidence interval

[95% CI], **» 50.01.

However, the findings demonstrate that global
number of leukocytes per mm® of blood in FM
patients is significantly higher than that found in
healthy women [p}£.002]. In the group of women
with FM, the median was 7150 cells/mm?® and
among the healthy women, the median found was
6200 cells/mm?® [Figure 1]. The median values found
in patients with FM are 12.67% and the mean values
are 18.71% higher than the values found in healthy
women.

In relation to the plasmatic levels of cytokines:
IL-17, IL-23, MIP-1a and MCP-1, the data show
that the plasma levels of all these cytokines are
significantly different among FM patients and
healthy controls [Table 3].

Results of the Mann—Whitney test or independent
t-test compared to the differences between groups in
different cytokines were analyzed in the study. The
results are expressed in mean £ SD and 95%

confidence interval [95% CI]. *»50.05

and **p50.01.
Tkhe intergroup analyses revealed that the levels of

IL-17 [p50.001], IL-23 [4 0.0373], MIP-

la[p 00383] and MCP-1 [p50.001] are
significantly higher in FM patients than in
healthy controls, matched for gender, age and BMI
[Figure 2].

The analysis of correlation between the absolute
number of global leukocytes per mm® of blood and
the plasma levels of cytokines [IL-17, IL-23,MIP-1a
and MCP-1], age and BMI in patients with FM have
shown that the absolute number of global leukocytes
per mm® of blood is associated significantly and

TaeLe 1. Sociodemographic characteristics of FM patients and healthy controls at the baseline.

FM patients [N 4441 Healthy controls [NV4 28]
Variables Mean = standard deviation 95% ClI Mean * standard deviation 95% CI p Value
Age 43.75+8.19 41.26-46.24 4554 + 451 43.78-47.29 0.29
Weight 70.70 £9.43 67.84-73.57 69.79 + 459 68.00-71.57 0.89
Height 1.65 +0.05 1.63-1.66 1.64+0.04 1.62-1.66 0.79
BMI 25.85+2.34 25.13-26.56 25.80+1.94 25.05-26.55 0.93

Results of Mann-Whitney test or T Independent test for the differences between groups in sociodemographic variables. The results are expressed in

mean + standard deviation and 95% confidence interval (95% Cl).



TaeLe 2. Complete blood count [CBC] of FM patients and healthy controls.
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FM patients [N V4 44]

Healthy controls [N V4 28]

Mean + standard

Mean + standard

CBC deviation 95% CI deviation 95% CI p Value
Erythrocyte [millions/mm?] 4.48+0.31 4.39-4.58 4.35+0.36 4.21-4.49 0.10
Hemoglobin [g/dI] 12.80+0.87 12.53-13.07 12.50+0.84 12.17-12.83 0.12
Hematocrit [%] 38.97+2.53 38.20-39.74 38.18+2.83 37.08-39.28 0.15
Global leukocytes [cells/mm?] 73561916 6735-7977 5979+1053 5534-6424 0.002**
Myelocytes [%] 0.0£0.0 0.0£0.0

Metamyelocytes [%] 0.0£0.0 0.0£0.0
Rod cells [%] 0.38+0.65 0.18-0.58 0.28+0.46 0.10-0.46 0.75
Segmented cells [%] 67.32+7.54 65.03-69.61 64.71+5.08 62.74-66.69 0.11
Eosinophils [%] 0.90+0.98 0.54-1.38 1.14+0.65 0.89-1.39 0.09
Basophils [%] 0.0+0.0 0.0+£0.0
Typical lymphocytes [%] 29.45+7.14 27.28-31.63 31.57+4.30 29.90-33.24 0.16
Monocytes [%] 1.93+0.97 1.63-2.22 2.10+0.78 1.80-2.41 0.21
Atypical lymphocytes [%] 0.0£0.0 0.0£0.0
Platelets [cells/mm?] 307909+67320 287442-328376  300857+61315 277081-324633  0.65

Results of Mann-Whitney test or T Independent test for the differences between groups in different variables analyzed in the study. The results are
expressed in mean * standard deviation and 95% confidence interval (95% CI). **p 50.01.
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Ficure 1. Boxplot comparing the absolute number of global
leukocytes per mm?® found in blood of FM patients [FM] and
healthy controls [HC]. The gray box represents the FM

patients and white box the healthy controls. **p 50.01.

positively with serum levels of IL-17 [r40.52
and p 10.002] and IL-23 [r 140.40 and p 140.018].
The other variables showed no statistically signifi-
cant relationship with the number of white cells per
mm?® of blood [Table 4].

Correlation matrix between the absolute number
of global leukocytes and plasmatic levels of 1L-17,
IL-23, MIP-1a, MCP-1, age and BMI was found
in FM patients. The test performed to the analysis

was the Spearman correlation test. *p50.05
and
**p50.01.

Among the healthy controls, the levels of global
leukocytes per mm® of blood were not correlated
with the plasmatic levels of IL-17, IL-23, MIP-1a,
MCP-1, age or BMI [Table 5].

Correlation matrix between the absolute number
of global leukocytes and plasmatic levels of IL-17,

IL-23, MIP-1a and MCP-1 was found in healthy
controls. The test performed to the analysis was the
Spearman correlation test.

Finally, the multiple stepwise regression analysis
showed that in the group of FM patients, among
all possible models tested a single model

[R% B1.6%)] containing only the explanatory vari-
able IL-17 was generated. This variable remained
independently associated with global leukocyte
levels. In this model, for each increase of 1 pg/mL
of the IL-17, an average increase of 38.54 cells/mm?
was noted in global leukocytes levels. In the control
group, among all models tested, two models were

generated: Model A [R2a 185.7%] containing only
the IL-23, this cytokine was independently associated
with global leukocyte levels. In this model, for each
increase of 1 pg/mL of IL-23 was observed an average
reduction of 71.52 cellssmm?in the global leukocytes

levels. Model B [R?463.6%] was composed of the
explanatory variables 1L-23 and MCP-1, which were
independently associated with the global leukocyte
levels. In this model, each increase of 1 pg/ml
of IL-23 represents an average decrease of 97.77
cellssmm?®and, each increase of 1 pg/ml of MCP-1 an
average of a decrease of 43.95 cells/mm?in the global
leukocytes. In none of the groups, the variables MIP-
1a, age and BMI were associated with the global
leukocyte levels [Table 6].

All the explanatory variables [IL-17, IL-23, MIP-
la, MCP-1, age and BMI] were inserted into
stepwise multiple regression to identify the best
predictors for the outcome variable [global leuko-
cytes]. In the group of patients with FM — Model A:
IL-17 and in the group of healthy controls — Model
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TaeLe 3. Levels of cytokines in FM patients and healthy controls.

FM patients [N 4441 Healthy controls [N'V4 28]
Cytokine Mean * standard deviation 95%ClI Mean + standard deviation 95%ClI p Value
IL-17 50.00 + 35.63 37.95-62.06 21.17+8.53 17.56-24.77 50.0001*
*
IL-23 155.10 £13.16 150.08-159.40 142.7+7.96 139.40-145.90 0.0373*
MIP-1a 78.00 + 20.47 70.74-85.25 67.07+20.95 57.78-76.36 0.0383*
MCP-1 27.98+14.13 23.20-32.76 18.02+12.12 12.90-23.14 50.0001*

*

Results of Mann-Whitney test or T Independent test compared to the differences between groups in different cytokines analyzed in the study. The results
are expressed in mean = standard deviation and 95% confidence interval (95% ClI). *p 50.05; **p 50.01.
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Ficure 2. Boxplot comparing the plasmatic levels of cytokines found in FM patients [FM] and healthy controls [HC]. The gray
boxes represent the FM patients and white boxes the healthy controls. [A] Levels of IL-17; [B] levels of I1L-23; [C] levels of MIP-

l1a and [D] levels of MCP-1. *p 50.05 and **p 50.01.

TaeLe 4. Correlation matrix between global leukocytes, age, BMI and cytokines in FM patients.

Global leukocytes IL-17 IL-23  MIPl-a MCP-1 Age BMI

Global leukocytes  Correlation coefficient 1.000 0.520** 0.403* 0.300 0.112  -0.166 0.037
p Value - 0.002 0.018 0.113 0.550 0.311 0.825

Correlation matrix between the absolute number of global leukocytes and plasmatic levels of IL-17, IL-23, MIP-1a, MCP-1, age and BMI in FM patients.
The test performed to the analysis was the Spearman correlation test. *» 50.05; **p 50.01.

A: IL-23 and Model B: IL-23, MCP-1 were selected with FM (4-6). After all, it is known that the
among all possible models. **p 50.01. immune response is a highly particular phenom-
enon, which varies greatly from character and

intensity in different individuals and therefore

DISCUSSION could contribute to clinical variability presented by

these patients (14). In this regard, it is believed that
the immune system can be a key to be considered
during the diagnosis of FM and during the process

Some evidences point out to an important role in the
immune system in manifestation and/or perpetu-
ation of various symptoms experienced by patients



TaeLe 5. Correlation matrix between global leukocytes, age, BMI and cytokines in healthy controls.
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Global leukocytes  1L-17 IL-23 MIP1l-a  MCP-1 Age BMI
Global leukocytes  Correlation coefficient 1.000 0.016 -0.169 -0.302 -0.166  -0.035 0.336
p Value - 0.947 0.464 0.195 0.485 0.870  0.109

Correlation matrix between the absolute number of global leukocytes and plasmatic levels of IL-17, IL-23, MIP-1a and MCP-1 found in healthy controls.

The test performed to the analysis was the Spearman correlation test.

TaeLe 6. Multiple regression to assess the independent relationship between explanatory variables and global leukocyte levels.

FM patients [NV444]

Healthy controls [N V4 28]

Global leucocytes

Global leucocytes

] p 95% Cl R2, 0 p 95% Cl R2,
Model A 38540 500+ 22.331-54.749 0516 Model A -71528  0.011** -123.72t0-19.32  0.357
IL-17 IL-23
Model B —97.772 50.001** -140.94t0o-54.60 0.636
IL-23
MCP-1  -43956  0.006** —72.83t0-15.07

All the explanatory variables (IL-17, IL-23, MIP-1a, MCP-1, age and BMI) were inserted into stepwise multiple regression to identify the best predictors
for the outcome variable (global leukocytes). In the group of patients with FM - Model A: IL-17 and in the group of healthy controls - Model A: IL-23

and Model B: IL-23, MCP-1 were selected among all possible models. **p 50.01.

of clinical decision making by professionals who deal
with FM syndrome.

In this study, the group of patients with FM and
the group of healthy controls did not differ signifi-
cantly in relation to sex, age, weight, height and
BMI. Only women were recruited for this study,
because the FM affect up to nine women for every
man (11). In both groups, the average age of women
exceeded 42 years. In Brazil, the premenopausal
phase begins at around 42 years old, period of full
physical, mental and labor activity (15). Importantly,
this study did not evaluate whether the women had
entered or not in the climacteric period. If we
consider only the average age at which menopause
occurs among Brazilian women, 48.1 years old (15),
about 32% of women in the FM group and 36% of
participants in the HC group are already in meno-
pause. This similarity between the groups is import-
ant since high levels of IL-17 have been shown in
postmenopausal estrogen deficiency women (16), as
well as high levels of MCP-1 (17). Regarding BMI,
participants in both groups were overweight. It is
known that the BMI is directly associated with
higher levels of inflammatory cytokines (18). In this
study, we did not include women who have been
diagnosed with major depression disorders, auto-
immune and inflammatory diseases, malignancy and
who used anti-inflammatory drugs. After all, these
conditions can interfere directly in the inflammatory
cytokines levels (5,19). The similarity between the
groups reduces the occurrence of bias and makes the
findings even more relevant.

The findings of this study showed significantly
higher levels of global leukocytes, IL-17, IL-23, MIP-
la and MCP-1 in patients with FM compared to
healthy controls. The mean global leukocytes found

in patients with FM were 7356 + 1916 cells per mm?.
According to the readings, only values of leukocytes

greater than 11.000 per mm?® can be described as
leukocytosis (14). Therefore, it is important to note
that the patients in this study did not show typical
picture of leukocytosis. However, the significant
difference found between FM patients and healthy
controls cannot be ignored, as this may be signaling
the presence of a low potential immune response in
these patients (14,20).

In this study, the average global leukocytes was
significantly higher in patients with FM than that in
healthy controls. The study of Carvalho et al. who
also evaluated Brazilian FM patients did not cor-
roborate the data presented here. In the mentioned
study, the authors showed a marginal high levels in
FM patients, but no significant differences between
FM patients and the healthy controls was observed
(4). The same outcome found by Carvalho et al.
could also be seen in the results of Souza et al. (21).
However, the present study results are corroborated
by Macedo et al., the authors found not only a
significant increase in the recruitment of leukocytes
in patients with FM, but also, provided evidence of a
significant increase in adhesion of leukocytes in FM
patients (22).

Besides the significant difference between controls
and patients with regard to the global leukocytes,



this study also showed that the remaining variables
[erythrocytes, hemoglobin, hematocrit, myelocytes,
metamyelocytes, rod cells, segmented cells, eosino-
phils, basophils, typical lymphocytes, monocytes,
lymphocytes atypical and platelets] did not differ
significantly between the two groups. These findings
corroborate with other studies (4,21). However, the
lack of statistical significance cannot mask the
potential clinical importance of marginal increases
observed in FM patients in almost all the variables
analyzed in this study. This slight increase when
viewed in the light of more sophisticated techniques
such as, confocal microscopy, the polymerase chain
reaction [PCR] or flow cytometry, among others,
can reveal important data omitted during the
examination of blood test. These techniques can
identify the presence of cell subsets based on specific
markers in the surface and/or cellular interior
(4,23,24). This hypothesis is supported by the results
of Carvalho et al. who did not find significant
changes in blood leukocytes of patients with FM
compared to controls, but by analyzing subpopula-
tions of immune cells by flow cytometry showed that
the activated cells subpopulations was significantly
higher in patients with FM (4). The data of this
study do not allow us to confirm the above findings,
since subpopulations of immune cells were not
analyzed in the present study.

This study also demonstrated a significant
increase in plasma levels of IL-17, IL-23, MIP-1a
and MCP-1 in patients with FM. All of these
cytokines have high pro-inflammatory potential
since they induce the expression of other cytokines,
chemokines and metalloproteinases  (25-28).
Furthermore, they participate in signaling of various
cellular pathways, for example, STAT3, NF-kB and
MAPK causing the onset or perpetuation of the
inflammatory response (29,30). It is also important
to note that all of these cytokines have been
associated with autoimmune conditions such as
rheumatoid arthritis, systemic lupus erythematosus,
multiple sclerosis, autoimmune myocarditis, among
others (31-33). However, studies about the partici-
pation of these cytokines in FM are rare.

With respect to 1L-17, we were the first group to
demonstrate high levels of this potent inflammatory
molecule in the plasma of patients with FM (5) and
the results of the present study confirm our earlier
findings. The IL-17 is produced mainly by lympho-
cytes TH17, but may be produced by natural killer
cells, dendritic cells and neutrophils (34). Elevated
levels of IL-17 had already been identified in other
autoimmune conditions such as rheumatoid arth-
ritis, ankylosing spondylitis, Sjogren’s syndrome and
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multiple sclerosis (35-38). It is important to note
that high levels of IL-17 demonstrated in this study
may enhance the symptoms of FM. After all,
according to the reading, 1L-17 levels are directly
related to the intensity of symptoms such as of pain
(39), depression (40) and anxiety (41).

According to our knowledge, this is the first study
to investigate and demonstrate elevated levels of IL-
23 in FM patients. This finding is important because
IL-23 has a key role in the balance between
regulatory T cells and effector T cells, this balance is
essential for the modulation of autoimmunity (42).
IL-23 is a potent proinflammatory cytokine pro-
duced primarily by dendritic cells and macrophages,
it is capable of stimulating the TH17 cells to
promote the onset or perpetuation of the immune
response and chronic inflammation mediated
by TH17 cells (43). Elevated levels of 1L-23 have
been described in several chronic inflammatory
conditions, such as joint disease, intestinal diseases
and demyelinating diseases (44). Moreover, 1L-23
has become an important therapeutic target for
autoimmune conditions and therefore agents anti IL-
23 are being developed (45). No study on the role of
IL-23 in the FM syndrome has been identified,
which prevents the comparison between the
findings.

Concerning to the levels of MIP-1a, significant
changes were also found in patients with FM. In
humans, there are two main forms, MIP1-a [CCL3]

and MIP1-b [CCL4] both are produced by macro-
phages, dendritic cells and lymphocytes. They are
crucial in infectious and inflammatory response,
since they attract monocytes, neutrophils, eosino-
phils, basophils, T cells and cells B (46). Zhang et al.
found no significant differences in MIP-1a levels
when compared to healthy controls and FM patients
(47). According to Tomioka and Matsui, this
cytokine is a biomarker of the neuroinflammatory
and demyelinating diseases such as multiple sclerosis
(48). In this sense, it is necessary to emphasize that
an important review paper highlights the role of
neurogenic neuroinflammation in the pathogenesis
of FM syndrome. The authors also suggest that
neuroinflammation is an important contributor of
the clinical features presented by FM patients (49).
The present study did not evaluate the presence of
neuroinflammation in patients with FM, but the
high levels of MCP-1a found in FM patients may
suggest the presence of neuroinflammation in these
patients.

Regarding MCP-1 [CCL2], the increased levels
identified in this study, corroborate the findings of
Zhang et al. and Bote et al. (47,50). MCP-1 is



produced by many cell types, such as: endothelial
cells, epithelial cells, fibroblasts, monocytes, astro-
cytes and microglial cells (51). MCP-1 recruits
dendritic cells, monocytes and T lymphocyte to
sites of tissue injury and infection (51). The over-
expression of MCP-1 has been observed in several
conditions, such as arteriosclerosis, arthritis and
cancer. However, it is necessary to emphasize that
the role of MCP-1 in these conditions is not well
understood (27). What is known so far is that both
MCP-1 and its receptor [CCR2] are overexpressed in
dorsal root ganglia of neuropathic pain models and
can induce and enhance the hyperalgesia phenom-
enon (52). In FM, there is no evidence to support the
role of MCP-1 in pain perceived by the patient with
this condition. In this study, the association between
cytokine levels and the main symptoms of FM was
not tested since the intensity of the symptoms was
not evaluated through specific and validated
guestionnaires.

Although there are not many scientific evidence
linking IL-17, IL-23, MIP-1a and MCP-1 levels to
the main symptoms of FM [pain, anxiety, depres-
sion, sleep disturbances and fatigue], it is necessary
to emphasize that other inflammatory cytokines
such as IL-1 IL-6, IL-8 and TNF have already been
associated with these symptoms (39,53,54). The
origin of IL-17, IL-23, MIP-1a and MCP-1 in FM
patients was not addressed in this study, but it is
possibly produced, at least in part, by activated T
lymphocytes or CD5+ and CD5- B lymphocytes,
since we have previously demonstrated increased
numbers of these cells in FM patients (4).

In this study, the positive and significant associ-
ation between the absolute number of leucocytes and
plasmatic levels of IL-17 and IL-23 supports the
involvement of these molecules in leukocyte recruit-
ment in FM patients. This finding is also important
in the context of cell signaling, since I1L-23 plays a
key role in the development of TH17 cells, the
responsible for IL-17 production (55). In this
context, an increase in IL-23 levels results in elevated
IL-17 levels, and both can contribute to the recruit-
ment of global leukocytes observed here. Although
correlation analyses have demonstrated the positive
association of 1L-17 and IL-23 with global leukocyte
levels in FM patients, only IL-17 remained in the
stepwise multiple regression model as a predictive
variable of global leukocyte levels found in FM
patients. This result highlights the important role of
IL-17 in the pathophysiology of FM and places it as a
potential therapeutic target. Among healthy con-
trols, there was no association between global
leukocytes and levels of IL-17, IL-23, MIP1-a and
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MCP-1. And, the stepwise multiple regression
showed that the levels of IL-23 and MCP-1 are
negatively associated with the global leukocyte levels
found in healthy controls. The difference found
between patients with FM and healthy controls
regarding the variables that explain the outcome may
suggest the presence of a distinct pattern of
immunomodulation in FM patients, mediated by
TH17 cells (5,25).

It is important to note that age and BMI can be
considered confounding factors for global leukocyte.
However, neither in the FM patients group nor in
the healthy control group, these variables did not
correlate with leukocyte levels. Likewise, these vari-
ables did not remain in any of the models that
explain the outcome of the study. Thus, the inde-
pendent association between IL-17, regardless of age
and BMI in FM patients reinforces the participation
of the immune system in the pathophysiology of this
condition.

It is necessary to highlight that, in spite of the
limitation in number of patients the results of this
study should be considered at the time of diagnosis
and/or at the time to implement therapeutic
approach for patients with FM, whether pharmaco-
logical or not. Currently, the diagnosis of this
condition is essentially clinical (2,12) and the
treatment consists in the interaction of several
classes of drugs, even without having scientific
support for such interaction (56).

CONCLUSIONS

The higher levels of global leukocytes, IL-17, IL-23,
MIP-1a and MCP-1 in patients with FM and the
positive association between IL-17, IL-23 and global
leucocytes levels in FM patients support the involve-
ment of the immune system in this condition. At the
time of the diagnosis and/or clinical decision
making, it is important to consider this relationship.
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