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RESUMO

A fibromialgia (FM) € uma sindrome em que os individuos apresentam dores
generalizadas, acompanhadas de fadiga, altera¢des cognitivas, do humor e do sono.
A complexidade de sintomas apresentados promove um debate continuo sobre seus
mecanismos fisiopatoldgicos, critérios diagndsticos e tratamentos. Pode-se classificar
as alteracdes encontradas na FM como tipo “Top Down” (sem lesé&o periférica capaz
de explicar os sintomas dolorosos) e “Botton up” (mecanismo periférico de ativacao
dolorosa capaz de gerar alteragbes no sistema nervoso central). Estudos com FM s&o
possiveis a partir de modelos experimentais capazes de permitir melhor compreenséo
sobre a neurobiologia e 0s mecanismos fisiopatoldgicos da doenca, além de possivel
tratamentos para o problema. Modelos de FM utilizando reserpina e salina acida (SA)
tem sido amplamente utilizados, porém apresentam limitacBes quanto a expressao
completa da complexidade da doenca em humanos. Neste contexto, o objetivo do
presente estudo foi verificar o efeito da entrada sensorial periférica com SA injetada
no musculo em ratos submetidos a um modelo de FM utilizando uma subdose de
reserpina. Para tanto, foram utilizados ratos Wistar, machos e fémeas, aprovado
previamente no comité de ética (n° 6504200122). Os modelos de reserpina (3 doses
a 1 mg/kg, subcutanea) e SA (duas inje¢cdes no musculo gastrocnémio) ja descritos
na literatura foram caracterizados. Os animais, nos dois modelos, apresentaram
nocicepcao espontanea, reducdo da forca e funcionalidade e reducédo da atividade
antioxidante no musculo. Contudo, apenas 0s animais que receberam reserpina
apresentaram hiperalgesia mecéanica e térmica, reducédo da capacidade locomotora,
aspecto tipo-depressivo, e aumento de citocinas inflamatérias no cortex pré-frontal,
mostrando ser o mais aplicAvel para mimetizar caracteristicas semelhantes a FM
comparado ao modelo de SA. Ainda, verificou-se que tanto o efeito da reserpina,
guanto da SA apresentaram respostas distintas em animais machos e fémeas. Os
ratos que receberam SA apresentaram nocicepcao e reducao de forca. Os ratos dos
dois grupos apresentaram alteracdo na memoria de curta duracao, tal comportamento
nao foi observado nas fémeas. J& as fémeas que receberam reserpina apresentaram
comportamento do tipo depressivo, caracteristica ndo observada nos machos deste
grupo. Neste estudo, demonstrou-se alguns resultados positivos na caracterizagéo de
um modelo de FM induzido por injecdo de uma subdose de reserpina associado a SA
(incluindo um aumento na frequéncia de despertar). Contudo, eles ndo foram
significativamente diferentes dos modelos de reserpina (1 mg/kg) ou de SA (duas
injecdes), classicos modelos de FM. O conjunto de resultados apresentados em nosso
trabalho confirma a eficacia do modelo experimentais de FM, dando énfase ao modelo
de reserpina, sendo capaz de mimetizar com maior precisdo os sintomas da doenca.
Novos estudos devem ser conduzidos para melhorar a compreenséo das diferencas
entre os sexos, especialmente trabalhos com avaliagbes em nivel molecular e
neuroquimico.

Palavras-chave: Fibromialgia; reserpina; salina acida; modelos animais.



ABSTRACT

Fibromyalgia (FM) is a syndrome in which individuals experience widespread pain
accompanied by fatigue, cognitive changes, mood alterations, and sleep disturbances.
The complexity of the symptoms involved promotes an ongoing debate regarding its
pathophysiological mechanisms, diagnostic criteria, and treatments. The alterations
found in FM can be classified as "Top Down" (without peripheral injury capable of
explaining the painful symptoms) and "Bottom Up" (peripheral mechanism of painful
activation capable of generating changes in the central nervous system). Studies on
FM are made possible through experimental models that allow for a better
understanding of the neurobiology and pathophysiological mechanisms of the disease,
as well as potential treatments for the problem. FM models using reserpine and acid
saline (AS) have been widely used, but they have limitations in fully expressing the
complexity of the disease in humans. In this context, the objective of the present study
was to verify the effect of peripheral sensory input with AS injected into the muscle in
rats subjected to an FM model using a subdose of reserpine. For this purpose, male
and female Wistar rats were used, previously approved by the ethics committee (no.
6504200122). The reserpine models (3 doses at 1 mg/kg, subcutaneous) and AS (two
injections into the gastrocnemius muscle), previously described in the literature, were
characterized. The animals in both models showed spontaneous nociception, reduced
strength and functionality, and reduced antioxidant activity in the muscle. However,
only the animals that received reserpine showed mechanical and thermal
hyperalgesia, reduced locomotor capacity, depressive-like behavior, and increased
inflammatory cytokines in the prefrontal cortex, demonstrating it to be more applicable
in mimicking FM-like characteristics compared to the AS model. Furthermore, it was
found that both the effect of reserpine and AS produced distinct responses in male and
female animals. Rats that received AS showed nociception and reduced strength. Rats
from both groups showed impaired short-term memory, a behavior not observed in
females. On the other hand, females that received reserpine exhibited depressive-like
behavior, a characteristic not observed in males of this group. In this study, some
positive results were demonstrated in characterizing an FM model induced by injection
of a subdose of reserpine associated with AS (including an increase in waking
frequency). However, they were not significantly different from the classic FM models
of reserpine (1 mg/kg) or AS (two injections). The set of results presented in our work
confirms the effectiveness of experimental FM models, with an emphasis on the
reserpine model, as it is able to more accurately mimic the disease symptoms. Further
studies should be conducted to improve understanding of the differences between
sexes, particularly studies involving molecular and neurochemical evaluations.

Keywords: Fibromyalgia; reserpine; acid saline; animal models.
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1 INTRODUCAO

1.1. CONTEXTUALIZACAO DO TEMA

A Fibromialgia (FM) é uma sindrome de dor cronica de etiologia
desconhecida, caracterizada principalmente por dor musculoesquelética
generalizada. Além das dores, os individuos com FM também apresentam fadiga,
alteracdes do humor, do sono e da cogni¢éao (YILMAZ; TAMAM, 2018). Estima-se que
5% da populacdo mundial seja diagnosticada com FM ao longo da vida, nUmeros
muito proximos da prevaléncia para o Brasil, onde 2,5% das pessoas apresentam FM,
sendo a maior parte delas mulheres adultas entre 35 e 50 anos (CAVALCANTE;
SAUER; CHALOT; ASSUMPQAO et al., 2006; HEYMANN; PAIVA; HELFENSTEIN
JUNIOR; POLLAK et al., 2010)

A etiologia da FM ainda ndo foi completamente elucidada. No entanto,
evidéncias sugerem sensibilizacdo do sistema nervoso central (SNC) levando ao
quadro de hiperalgesia, alodinia e disturbios autonédmicos. Neste caso, a rela¢ao entre
nocicepcao e 0 seu processamento cognitivo parece resultar em uma percepcao
exagerada de dor (GALVEZ-SANCHEZ; REYES DEL PASO; DUSCHEK, 2018).
Acredita-se que seu aparecimento seja resultante do desequilibrio entre os
mecanismos de transmissdo de estimulos dolorosos periféricos e estimulos de
inibicdo da dor. Casos de FM primaria parecem ser um processo originario a nivel
central com repercussdes periféricas, ou seja, individuos sem entrada nociceptiva
continua identificavel, enquanto casos que envolvem um processamento central
ocorrem como uma comorbidade em individuos com uma doenca que tem entrada
nociceptiva continua identificavel, um processo oriundo nas periferias levando
alteracdes a nivel central. Assim, a sensibilidade das respostas neurais pode ser
modulada para cima ou para baixo, dependendo do objetivo (GALVEZ-SANCHEZ;
REYES DEL PASO; DUSCHEK, 2018).

Modelos experimentais de FM em animais estdo sendo grandemente utilizados.
O modelo mais utilizado na atualidade utiliza reserpina para mimetizar a FM porque a
droga compete com as monoaminas e bloqueia seus transportadores impossibilitando,
assim, a estocagem dos neurotransmissores nas vesiculas sinapticas e impedindo a
sua liberacdo na fenda sinaptica (NAGAKURA; OE; AOKI; MATSUOKA, 2009;

SUDHOF; STARKE, 2008). Como resultado deste processo, as monoaminas acabam
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ficando no citosol onde sdo degradadas, portanto, um dos efeitos adversos do uso da
reserpina € a depressao, resultado da deplecdo das monoaminas no organismo
(GOLAN; SCHREIBER; AVISSAR, 2009). O sistema monoaminérgico, especialmente
a serotonina, esta intimamente relacionado a fatores neurotréficos. O fator
neurotroéfico derivado do cérebro (BDNF) € a neurotrofina principal e mais abundante
no encéfalo e esta criticamente envolvido na manutencdo da neurogénese neuronal,
sobrevivéncia e plasticidade. Além disso, a sinalizagdo do BDNF é crucial para o
funcionamento normal dos receptores 5-HT2A, que estdo envolvidos nas atividades
antidepressivas. Nesse sentido, alteracdes na conversdo de proBDNF em BDNF,
juntamente com a reducdo da imunorreatividade do receptor quinase B de
tropomiosina (TrkB), conforme observado em animais tratados com reserpina, poderia
explicar os comportamentos semelhante & depressdo encontrados nos animais
(ROVERSI; DE DAVID ANTONIAZZI; MILANESI; ROSA et al., 2019; TSYBKO;
IL'CHIBAEVA; KONDAUROVA; BAZOVKINA et al., 2014).

A FM frequentemente coexiste com outras condi¢gdes de dor crbnica com
caracteristicas clinicas sobrepostas. O termo 'sindromes de sensibilidade central' foi
cunhado para descrever este grupo de condi¢cdes, que clinicamente se apresentam
como uma "resposta de amplificacéo a varios estimulos nociceptivos, hdo nociceptivos
e ambientais”, dentre eles incluindo-se a Sindrome de Dor Miofascial (SDM) (YUNUS,
2008). Recentemente, o termo ‘condicbes de dor crbnica sobrepostas’ (COPC)
também foi usado e descreve um conjunto semelhante de disturbios, como sindrome
da fadiga crbnica (SFC), sindrome do intestino irrithvel (Sll) e distarbio
temporomandibular (DTM). Grandes estudos populacionais mostraram que estas
condi¢cdes frequentemente coexistem, sugerindo uma via patolégica comum
impulsionada pelo SNC. A apresentacdo clinica é diversa e provavelmente
influenciada por um conjunto de fatores de risco de um individuo, embora como isso
leva ao desenvolvimento dessas condi¢cdes sobrepostas ainda nao esteja claro. No
entanto, é importante reconhecer quando uma combinacdo de sintomas é
provavelmente mediada centralmente para evitar testes desnecessarios e iniciar um
tratamento eficaz para o paciente (MAIXNER; FILLINGIM; WILLIAMS; SMITH et al.,
2016; MEZHOV; GUYMER; LITTLEJOHN, 2021).

A FM aparece como paradigma de dor difusa crénica e a SDM como
representante de dor localizada, no entanto, ndo é incomum a coexisténcia de ambos

0s problemas em um mesmo individuo. A SDM é frequentemente subdiagnosticada e
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consequentemente subtratada, tornando-se uma das principais causas de dor
muscular referida pela populacdo mundial. Estima-se que esta queixa atinja até 80%
da populacdo em algum periodo da vida tanto de forma aguda quanto crénica
(BENNETT; GOLDENBERG, 2011; BORG-STEIN; SIMONS, 2002; FLECKENSTEIN;
ZAPS; RUGER; LEHMEYER et al., 2010).

Nas condi¢cdes crbnicas, a SDM surge como uma forma de mialgia,
acometendo musculos, tecido conectivo e fascia muscular, gerando espasmos
musculares, hiperalgesia local e irradiada, reducéo de forca e de mobilidade (BORG-
STEIN; SIMONS, 2002). Os sintomas da SDM estéo relacionados a presenca de
nodulos dolorosos hipersensiveis e palpaveis presentes em bandas musculares
tensas conhecidos como pontos-gatilho (PG) miofasciais (SIMONS; MENSE, 2003).
A tensdo muscular gerada pelos PGs desencadeia o desalinhamento estrutural da
fascia, alterando a biomecéanica muscular e consequentemente diminuindo a
capacidade de geracao de forca e a coordenacdo motora (MYERS; HILLMAN, 2004).
Estes PGs miofasciais sdo a principal caracteristica da SDM, pois ndo apresentam
carater inflamatério (SIMONS; TRAVELL; SIMONS, 1999). Sua etiologia pode ser
resultado de posturas incorretas, sobrecarga de treinamentos, tensdo muscular ou de
condic@es clinicas pré-existentes (SHAH; THAKER; HEIMUR; AREDO et al., 2015).

A formacdo dos PGs parece estar relacionada a razdo temporal da atividade
muscular, ou seja, o tempo de repouso das unidades motoras pode levar a crise
energética e consequentemente aos sintomas de dor e limitacdo funcional. Sendo
assim, situacdes de fraqueza muscular ou sobrecarga, como induzidas por sindromes
generalizadas — como a FM, podem favorecer o abreviamento do tempo de repouso
das unidades motoras e induzir uma contracdo prolongada destas estruturas
(MINERBI; VULFSONS, 2018). Estudos observaram deficiéncia de substancias
antioxidantes em pacientes que apresentavam PG, sugerindo um estado oxidativo
constante. A dor pode ser mantida e/ou iniciada indiretamente pelo aumento nas
espécies reativas de oxigénio (EROs) mitocondrial e uma diminuicdo na atividade da
glutationa peroxidase (GSH-Px) no musculo ou na fascia. De forma importante, essas
alteracdes sdo conhecidas por estarem implicadas na etiologia da dor na FM (AKKUS;
NAZIROGLU; ERIS; YALMAN et al., 2009; FISCHER; HORVATH; KRISMER;
GNAIGER et al., 2018; SANCHEZ-DOMINGUEZ; BULLON; ROMAN-MALO; MARIN-
AGUILAR et al., 2015).
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Portanto, individuos que apresentam dor muscular ocasionada pela formacéo
de PGs estdo constantemente sob estresse oxidativo, resultando em um equilibrio
delicado entre os niveis de EROs e as capacidades antioxidantes da célula, podendo
o desequilibrio deste sistema levar a apoptose induzido por EROs (AKKUS;
NAZIROGLU; ERIS; YALMAN et al., 2009; NAZIROGLU; KILINC; UGUZ; CELIK et al.,
2010; SANCHEZ-DOMINGUEZ; BULLON; ROMAN-MALO; MARIN-AGUILAR et al.,
2015). Outro mecanismo que promove o desenvolvimento da dor muscular tem
relagdo com a ativagdo de canais idnicos sensiveis ao acido (ASIC), especialmente o
subtipo 3 (ASIC3), indicado em estudos prévios por desempenhar um papel critico no
desenvolvimento de hiperalgesia (DESANTANA; SLUKA, 2008).

Desta forma, embora a literatura tenha nos apresentado varios estudos
vinculados ao tema, acreditamos que um modelo de dor associando reserpina em uma
menor dose — comparado a utilizada nas pesquisas de Nagakura e colaboradores
(2009) - a uma dor muscular induzida por salina acida — estabelecido pelo grupo de
Sluka et. al. (2001) - sejam capazes de mimetizar um modelo de Fibromialgia mais
fidedigno. Pretendemos através deste projeto observar as alteracdes
comportamentais, funcionais e bioquimicas apresentadas apo6s a inducao de dor pelo

modelo proposto.

1.2 JUSTIFICATIVA

Os modelos de FM com administracdo de reserpina e/ou salina acida sdo uma
ferramenta Util para estudar os mecanismos subjacentes a FM em animais e para
avaliar a eficacia de diferentes intervencfes terapéuticas. No entanto, é importante
lembrar que esses modelos apresentam limitacbes a ponto de nédo refletirem
completamente a complexidade da doenca em humanos.

Diante desse contexto, seria possivel um modelo experimental de fibromialgia
utilizando-se uma dose de reserpina menor que a proposta por Nagakura e
colaboradores (2009), associado a um modelo de entrada nociceptiva periférica, como
a injecdo de salina acida intramuscular proposta por Sluka e colaboradores (2001),
mimetizar as vias da fibromialgia priméaria e secundaria, respectivamente? Portanto,
no presente trabalho buscou-se verificar o efeito da entrada sensorial periférica com

salina acida injetada no musculo em ratos submetidos a um modelo de fibromialgia
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utilizando reserpina com dose “submaxima”, possibilitando a observagdo da
intensidade da resposta nociceptiva.

Desta maneira, partimos da hipotese de que a combinacdo de salina acida
intramuscular com a injecdo de uma subdose de reserpina em ratos machos e fémeas
€ capaz de mimetizar o comportamento “top down” e “botton up” proposto na
fisiopatologia da fibromialgia, resultando em sintomas semelhantes aos observados
em pacientes. Além disso, espera-se que a combinacdo possa ser utilizada como um
modelo experimental para o estudo dos mecanismos subjacentes a fibromialgia e para

o desenvolvimento de novas terapias para a doenca.

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos da combinacdo de salina &cida intramuscular com uma

subdose de reserpina em ratos machos e fémeas em relacéo a fibromialgia.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Caracterizar os modelos de fibromialgia induzidos por salina acida
intramuscular e por reserpina em ratos machos e fémeas;

2. Avaliar a hiperalgesia mecanica e ao frio, a nocicepcdo espontanea, a
funcionalidade e forga de preensdo em ratos machos e fémeas submetidos aos
modelos experimentais de fibromialgia por salina acida e por reserpina;

3. Averiguar o comportamento tipo depressivo, ansiedade e memoria de ratos
machos e fémeas submetidos aos modelos experimentais de fibromialgia por
salina acida e por reserpina;

4. Avaliar o montante de BDNF no (i) hipocampo e no (ii) cortex pré-frontal de
fémeas submetidas aos modelos experimentais de fibromialgia por salina acida
e por reserpina,;

5. Padronizar um modelo animal experimental de fibromialgia através da
combinacao de salina acida intramuscular com uma subdose de reserpina em

ratos machos e fémeas.
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6. Avaliar o efeito sobre a hiperalgesia mecanica e ao frio, nocicepcao
espontanea, funcionalidade, forca de preenséao, atividade motora exploratoria
em animais submetidos ao modelo de FM proposto neste estudo;

7. Avaliar o efeito sobre o comportamento tipo depressivo, tipo ansioso, alteragbes
de memdria e distdrbios do sono em animais submetidos aos modelos de FM
propostos neste estudo;

8. Avaliar a eficacia do modelo experimental proposto comparando com modelos
experimentais de FM com salina acida intramuscular e reserpina;

9. Analisar parametros bioquimicos no (i) masculo (parametros de dano oxidativo)
e (ii) encéfalo (citocinas no hipocampo e cortex pré-frontal) de ratos submetidos
aos modelos experimentais de fibromialgia e do modelo proposto com subdose
de reserpina associado a inducdo de dor muscular por salina acida.

3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 ESTRATEGIA DE BUSCA E INCLUSAO DE ARTIGOS

A revisdo de literatura para desenvolvimento desta tese foi realizada através da
base de dados da MEDLINE. Sua escolha se deu pela interface de consulta
amplamente conhecida, sendo a mais utilizada no mundo, e pelo grande acervo na
area biomédica. A plataforma de pesquisa utilizada foi o PubMed, da National Library
of Medicine — NLM, que proporciona livre acesso aos usuarios (VOLPATO, 2013).

O idioma utilizado para a pesquisa foi o Inglés, sendo os descritores do Medical
Subject Headings — MeSH utilizados para indexacdo dos artigos na plataforma. As
palavras chaves utilizadas foram: “Fibromyalgia®’, “models, animal” combinadas
respectivamente com “hyperalgesia” “nociception”, “depression”, “anhedonia”,
“anxiety”, “locomotion” e “motor activity”.

Foram incluidos no estudo artigos originais com experimentos realizados em
ratos ou camundongos e que tenham sido publicados nos dltimos 20 anos. Ainda
assim, foram utilizados ao longo do texto artigos que estivessem fora do periodo
proposto, mas que apresentam referéncias fundamentais para o tema. Apés a busca
realizada na base de dados, os artigos foram selecionados primeiramente pela leitura
do titulo, seguido da leitura do resumo e posterior leitura do estudo na integra. Artigos

gue ndo se adequavam a proposta desta tese foram desprezados.
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O objetivo desta revisao de literatura foi formular uma explanacao descrevendo
de forma cientifica a fibromialgia, 0 que se sabe sobre a sua fisiopatologia e as
alteracdes sistémicas promovidas por ela. Também foram expostos os modelos
animais de fibromialgia mais utilizados na pesquisa bésica, além de seus efeitos sobre
a nocicepcdo, a atividade locomotora e comportamentos do tipo
ansiedade/depressivo. Desta maneira, buscou-se contemplar o que sabemos até o

momento sobre a tematica desta tese.

3.2 FIBROMIALGIA

A FM é uma sindrome complexa descrita como um problema
musculoesquelético ligado a transtornos de sintomas somaticos. A etiologia indefinida
da FM promove um debate continuo sobre seus mecanismos fisiopatoldgicos, critérios
diagnosticos e tratamentos (CAVALCANTE; SAUER; CHALOT; ASSUMPCAO et al.,
2006; YILMAZ; TAMAM, 2018).

Embora apresente uma sintomatologia complexa, a FM é considerada uma dor
cronica generalizada, classificada como dor crénica primaria ou sindrome
fibromiélgica, de acordo com a Classificacdo Internacional de Doencas 11 (CID-11)
(TREEDE; RIEF; BARKE; AZIZ et al., 2019). Segundo a Associagédo Internacional do
Estudo da Dor (International Associaton for the Study of Pain - IASP), a dor é uma
sensacao ou experiéncia emocional desagradavel associada a lesao tecidual, real ou
potencial, ou descrita em termos desta lesdo (RAJA; CARR; COHEN; FINNERUP et
al., 2020). Nos ultimos anos, a IASP passou a utilizar o termo dor nociplastica para
classificar condi¢des dolorosas como a FM, por se tratar de uma condicao clinica onde
nao ha dano tecidual aparente, nem doenca ou lesdo que promovam a ativagao dos
nociceptores (KOSEK; COHEN; BARON; GEBHART et al., 2016). O Colégio
Americano de Reumatologia utiliza como critérios diagndsticos no para FM o individuo
gue apresentar: (1) dor generalizada (dor em pelo menos 4 de 5 regiées do corpo); (2)
o0s sintomas devem estar presentes por pelo menos trés meses; (3) indice de Dor
Generalizada (IDG) > 7 e Escala de Intensidade dos Sintomas (EIS) > 5 ou IDG 4-6
com escore da EIS > 9; (4) o diagnostico de FM ndo necessita excluir a presenca de
outras doencgas clinicamente importantes (WOLFE; CLAUW; FITZCHARLES;
GOLDENBERG et al., 2016).
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Individuos com FM apresentam dor crénica e espontdnea em musculos ou
articulacbes, sensibilidade aumentada ao toque ou digito-pressdo e aos estimulos
nocivos, hipersensibilidade térmica ao calor e ao frio e, em alguns casos,
hipersensibilidade a estimulos externos gerados por produtos quimicos, sons, luzes e
odores (CLAUW, 2014; CLAUW, 2015a; GALVEZ-SANCHEZ et al., 2018; LARSON et
al., 2014; LITTLEJOHN E GUYMER, 2018; NAPADOW et al., 2010; SARZI-PUTTINI
et al., 2020; SILVA, 2018). Embora menos frequente, alguns pacientes apresentam
percepcao subjetiva de edema em extremidades similares & artrite, com sensacéo de
rigidez matinal, e sintomas similares a dor neuropatica, com dor em queimacao e
fincadas (HAUSER et al., 2017; LITTLEJOHN E GUYMER, 2018; LITTLEJOHN,
2015).

Dentre os sintomas nédo dolorosos, cabe destacar os distarbios do sono e a
fadiga, sendo ambos frequentemente referidos pelos pacientes, considerados critério
diagnoéstico para a FM. Os disturbios do sono séo relatados por cerca de 90% dos
pacientes e podem ser caracterizados por insonia, despertares frequentes e sono nao
restaurador ou insuficiente (SARZI-PUTTINI; GIORGI; MAROTTO; ATZENI, 2020). O
sono anormal pode vir acompanhado de comorbidades como déficit de concentracéo
e memoria, distirbios de humor e disfuncées temporomandibulares, cefaleia e
enxaqueca, além da exacerbacao de sintomas dolorosos, gerando um ciclo onde os
distarbios do sono possuem uma relacdo de causalidade e consequéncia com a dor
(CHOY, 2015; LITTLEJOHN; GUYMER, 2018; SARZI-PUTTINI; GIORGI; MAROTTO;
ATZENI, 2020).

A sensacdo de fadiga relatada pelos pacientes pode ser fisica ou mental,
afetando aproximadamente 70% destes. O cansaco referido varia de uma intensidade
leve a grave e frequentemente as queixas estdo associadas a dor muscular, fraqueza,
restricoes de mobilidade e em alguns casos, dificuldade para realizar respiracdes
profundas (CHOY, 2015; LITTLEJOHN; GUYMER, 2018; PARK; NIERMANN;
OLSEN, 2000; SARZI-PUTTINI; GIORGI; MAROTTO; ATZENI, 2020). Outras
comorbidades apresentadas com menor frequéncia sédo alteragcbes no sistema
gastrointestinais, cardiovasculares e disturbios geniturinarios (ARNOLD; GEBKE;
CHOY, 2016; CLAUW, 2015; SARZI-PUTTINI; GIORGI; MAROTTO; ATZENI, 2020).

Diante desta complexa sintomatologia, cabe ressaltar que os paciente nao
apresentam o0s sintomas em sua totalidade, possuindo caracteristicas clinicas

distintas que podem ser potencializadas por mudancas climaticas, tensédo e estresse
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fisico ou mental (HAUSER; PERROT; SOMMER; SHIR et al., 2017; SARZI-PUTTINI;
GIORGI; MAROTTO; ATZENI, 2020). A pluralidade de sintomas e caracteristicas
apresentada pela fibromialgia, que esta expressa na Figura 1, faz com que o
reconhecimento da sindrome seja falho em ambientes clinicos. Mesmo com a
definicdo de critérios clinicos para diagnodstico através de variaveis bioldgicas e
psicossociais, a falta de biomarcadores, os diversos critérios de classificacdo e de
reconhecimento e as inumeras condigdes clinicas adicionais com aspectos
semelhantes fazem com que a elaboracdo do diagnostico de fibromialgia seja
prejudicada (AKINTAYO; ADELOWO; AHMED; OLAFIMIHAN et al., 2020; AZEVEDO,
2019; HAUSER; ABLIN; FITZCHARLES; LITTLEJOHN et al., 2015; HAUSER,;
PERROT; SOMMER; SHIR et al.,, 2017; SARZI-PUTTINI; GIORGI; MAROTTO;
ATZENI, 2020).

Figura 1: Resumo esquematico da fisiopatologia da Fibromialgia.

| Fibromialgia Tipo-2 . | Fibromialgia Tipo-1

| Disturbios psicolégicos ‘ Constante necessidade de

Ansiedade Depressdo realizar e ser reconhecido

Hipersensibilidade

Catastrofizacdo | Hipervigildncia
Fadiga | Diminuicdo da Ativacdo ' Tendinites, '
| concentracdo muscular bursites,

e memaoria constante etc.

i Diminuicdo da capacidade produtiva

Fonte: (AZEVEDO, 2019).

3.2.1 INCIDENCIA

Apesar das dificuldades encontradas na elaboracdo do diagnostico, a FM € a

terceira condicdo musculoesquelética mais frequente a nivel mundial, afetando
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aproximadamente 3% da populacéo, apresentando predominancia entre as mulheres,
com uma proporcdo de 3:1 comparado aos homens (SARZI-PUTTINI; GIORGI,;
MAROTTO; ATZENI, 2020). O desenvolvimento da FM pode ocorrer em qualquer
idade, inclusive na infancia, sendo a faixa etaria entre os 50 e 60 anos a mais
acometida a nivel global (CLAUW, 2014; SARZI-PUTTINI; GIORGI; MAROTTO,;
ATZENI, 2020).

No Brasil, a parcela da populagéo diagnosticada com FM até 2005 variava entre
0,7 e 4,4% e, mesmo que estudos recentes apontem para o crescimento dos casos,
a prevaléncia mais recente encontrada foi estimada em 2% da populacdo (MARQUES;
SANTO; BERSSANETI; MATSUTANI et al., 2017; SOUZA; PERISSINOTTI, 2018).
Existem indicativos de que a incidéncia esteja relacionada com fatores
socioeconbmicos e culturais onde o ambiente pode ter influéncia sobre seu
diagnéstico e tratamento e, sendo o Brasil um pais com desigualdade de acesso a
saude, os numeros da fibromialgia podem ser mascarados nos ultimos anos pela
associacdo destas caracteristicas sociais a dificuldade de tratamento adequado
imposta pela pandemia do corona virus (DE ALBUQUERQUE; BERARDINELLI;
LOPES; DE ALBUQUERQUE SANTOS et al., 2022).

Portanto, a incidéncia de FM pode ser substancialmente enganosa,
subestimando o numero de paciente que sofrem com a doenca e, consequentemente,
diminuindo o investimento em politicas publicas, acesso aos servicos de diagndéstico
e estratégias de tratamento (HAUSER; PERROT; SOMMER; SHIR et al., 2017).

3.2.2 FISIOPATOLOGIA

Por se tratar de uma sindrome complexa que apresenta sinais e sintomas
variados, acredita-se que a fisiopatologia da FM envolva uma extensa cadeia de
alteracdes nos sistemas organicos. O SNC é apontado como um dos principais
envolvidos no desenvolvimento dos sintomas e comorbidades, sendo considerado um
ponto chave para a compreensao da FM. Pacientes com FM apresentam um
processamento sensorial especifico para dor aperfeicoado no SNC, e maior ativacao
das células da glia, indicando que as alteracdes patologicas ndo estao confinadas a
area do corpo em que o paciente refere dor no momento. Além disso, ocorre um
aumento de neurotransmissores excitatorios como glutamato e substancia P, e

reducdo de neurotransmissores inibitérios como aminas biogénicas e acido vy-
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aminobutirico (GABA). A neuro inflamacédo promovida por essas alteracdes gera
mudancas na conectividade do sistema nervoso, remodelando vias convencionais de
neurotransmissores como a dopamina, serotonina e noradrenalina, promovendo uma
série de outros sintomas fisiolégicos e alteracdes comportamentais (ALBRECHT;
FORSBERG; SANDSTROM; BERGAN et al., 2019; CLAUW, 2015; HAUSER; ABLIN;
FITZCHARLES; LITTLEJOHN et al., 2015; LOPEZ-SOLA; WOO; PUJOL; DEUS et al.,
2017; SARZI-PUTTINI; GIORGI; MAROTTO; ATZENI, 2020).

Existem duas grandes hipoteses relacionadas a FM: a fibromialgia do tipo 1,
gue acomete pessoas que nao apresentam lesdo periférica com dano nociceptivo
periférico que explicam os sintomas dolorosos e, a fibromialgia tipo 2, cujo principio €
insidioso e associada as alteracdes periféricas da dor nomeadas de mecanismo de
ativacdo doloroso, com alteracbes centrais subsequentes desencadeando a
cronicidade da dor. De qualquer forma, é possivel que, no primeiro caso, 0 processo
possa ser classificado como mudangas do tipo “Top Down” € no segundo como
mudangas do tipo “Botton Up” (RYABKOVA; CHURILOV; SHOENFELD, 2019).

A fibromialgia tipo 1 ocorre devido a alteragdes reversiveis no sistema nervoso
conhecidas como "dor nociplastica”. Ocorrem modificacbes que amplificam a
reatividade do sistema de controle nociceptivo e antinociceptivo, que infere quais
estimulos devem ser interpretados como dolorosos e quais ndo devem. Um
desequilibrio entre esses sistemas pode ocorrer como resultado do aumento dos
niveis de substancia P (um neurotransmissor que medeia a facilitacdo da dor
particularmente somacdo temporal); disponibilidade diminuida de receptores u-
opidides em regides cerebrais envolvidas na modulacdo da dor (incluindo o ndcleo
accumbens, amigdala e cingulado dorsal); niveis mais baixos de neurotransmissores
noradrenérgicos e serotoninérgicos e GABAérgicos; diminuicdo da atividade
dopaminérgica; além do aumento substancial de neurotransmissores excitatorios em
areas cerebrais importantes para a modulacdo da dor (SARZI-PUTTINI; GIORGI,;
MAROTTO; ATZENI, 2020).

Diversos mediadores algogénicos sao envolvidos no processo de
sensibilizacdo periférica. Na SDM, a contracdo muscular prolongada pela formacéo
do PG promove a formacdo de um ambiente &cido por meio da isquemia local e
reducéo do pH. A acidez local reduz a atividade da acetilcolinesterase (AChE) e
aumenta a acao da acetilcolina (ACh), permitindo a contracdo prolongada e a

formacdo de um ciclo vicioso para manutengdo deste ambiente alterado. O peptideo
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relacionado ao gene da calcitonina (CGRP) tem sua liberacéo facilitada, aumentando
0 numero de receptores ACh, implementando assim a formacdo do PG (BRON;
DOMMERHOLT, 2012). A formacao do PG impede a atividade da enzima ATPase,
impossibilitando a retirada do calcio presente nas fibras musculares, ocorrendo um
acumulo de calcio local e consequente manutencédo da contracdo muscular. Estas
condi¢cbes tornam o citoplasma um ambiente citotdxico, estimulando possivelmente
uma resposta inflamatoria com aumento da bradicinina, CGRP, fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a), substéncia P, glutamato, interleucinas inflamatorias,
noradrenalina e serotonina (SIMONS, 2002). Este processo promove reducdo do
limiar de excitabilidade dos nociceptores, fazendo com que estimulos menos intensos
sejam capazes de ativa-los e enviar informacdes nociceptivas ao SNC (CAVALCANTI,
MADDALENA, 2003).

De outra maneira, a fibromialgia tipo 2 ou “Botton Up” é causada por alteracdes
reais no sistema nervoso, apresentadas na forma de “dor neuropatica”. Estas
mudancas podem ser oriundas da periferia e podem iniciar ou potencializar o processo
de dor nociplastica, em virtude a hiperexcitabilidade das fibras nociceptoras do tipo C
e pela disfuncdo e neuropatia observada nas pequenas fibras, podendo através
destas alteracBes explicar os relatos de disestesia apresentados pelos pacientes com
FM (BORCHERS; GERSHWIN, 2015; FASOLINO; DI STEFANO; LEONE; GALOSI et
al., 2020; SARZI-PUTTINI; GIORGI; MAROTTO; ATZENI, 2020; SERRA; COLLADO,;
SOLA; ANTONELLI et al., 2014).

Ainda que ambas as modifica¢des contribuam de simultaneamente ou de forma
isolada para o surgimento e o curso da FM, ainda néao é possivel afirmar a ordem dos
fenbmenos, pois existe ainda a presenca de fatores imunoldgicos e inflamatdrios
associados as células gliais capazes de promover e manter a sensibilizacao central.
Este mecanismo promove a neuro inflamacao do cértex cerebral através da producéo
de quimiocinas e citocinas como interleucina-6 (IL-6), interleucina 8 (IL-8) e TNF-q,
promovendo reducdo do limiar nociceptivo aumentando a sensibilidade a dor quando
expostos a estimulos algico, térmicos e até mesmo sonoros (ARNOLD; GEBKE;
CHOY, 2016; LITTLEJOHN; GUYMER, 2018; UCEYLER; HAUSER; SOMMER,
2011).

As vias que explicam a fibromialgia ainda podem apresentar mecanismos
adicionais. A disfungé@o mitocondrial e 0 estresse oxidativo s&o caracteristicas comuns

em analises de estruturas de pacientes com fibromialgia, impactando diretamente na
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sensibilizacdo periférica e central através do aumento das EROs e reducdo das
enzimas antioxidantes (CORDERO; ALCOCER-GOMEZ; CANO-GARCIA; DE
MIGUEL et al., 2011; CORDERO; DE MIGUEL; MORENO FERNANDEZ; CARMONA
LOPEZ et al., 2010; MEEUS; NIJS; HERMANS; GOUBERT et al., 2013; SANCHEZ-
DOMINGUEZ; BULLON; ROMAN-MALO; MARIN-AGUILAR et al., 2015). Outra
proposta para a FM tem relacdo com questbes enddcrinas e nutricionais, o
desequilibrio nos niveis de minerais essenciais e vitaminas podem apresentar relacao
com a patologia e, juntamente com alteracdes em niveis hormonais, podem
apresentar correlacdo inversa a intensidade da dor e sinais de fadiga (BJORKLUND;
DADAR; CHIRUMBOLO; AASETH, 2018; SCHERTZINGER; WESSON-SIDES;
PARKITNY; YOUNGER, 2018).

A fisiopatologia da FM ainda é um desafio para os pesquisadores e
profissionais da saude, uma melhor compreensdo destes mecanismos e a
compreensao sobre a sintomatologia podem resultar em tratamentos direcionados e
terapias eficaz. Uma maneira de explorarmos esta area se da por meio dos modelos

experimentais de FM, que exploraremos no capitulo a seguir.

3.3 MODELOS DE FIBROMIALGIA

A diversidade de sintomas e sinais clinicos apresentados por doencas como a
FM, fez com que, ao longo dos anos, pesquisadores desenvolvessem modelos
animais experimentais capazes de permitir melhor compreensdo sobre a
neurobiologia e o0s mecanismos fisiopatoldégicos destas doencas. Os estudos
desenvolvidos a partir do século XXI permitiram identificar vias, receptores, enzimas
e testar farmacos para o tratamento da FM (WOOLF, 2020). Neste capitulo,
descreveremos o0s principais modelos utilizados e suas principais similaridades com

as alterac6es promovidas pela fibromialgia a nivel central e periférico.

3.3.1 MODELO INDUZIDO POR RESERPINA

O modelo experimental de FM induzido por reserpina foi descrito pela primeira
vez por Nagakura e colaboradores (2009), sendo capaz de apresentar sintomas
dolorosos e comorbidades da doenca (NAGAKURA; OE; AOKI; MATSUOKA, 2009).
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3.3.1.1 PROTOCOLO DE INDUCAO DE FIBROMIALGIA POR RESERPINA

O protocolo consiste na administracéo de trés doses subcutaneas de reserpina,
uma vez ao dia por trés dias consecutivos, utilizando ratos e camundongos. O veiculo
da reserpina € geralmente preparado com agua destilada ou solucdo salina 0,9%
adicionada de acido aceético (0,1 — 0,5%) para aumentar a solubilidade, sendo
utilizadas doses de 0,25 a 1 mg/kg pra camundongos e ratos. A via intraperitoneal foi
descrita em experimentos prévios, porém acredita-se que a via subcutanea apresente
melhor resposta aos efeitos promovidos pela reserpina (NAGAKURA; OE; AOKI;
MATSUOKA, 2009; SOUSA; BIRMANN; BALDINOTTI; FRONZA et al., 2018; XU;
ZHANG; SHAO; RUAN et al., 2013).

3.3.1.2 SINAIS CLINICO E COMORBIDADES

O modelo experimental de FM induzida por reserpina tem como diferencial a
capacidade de desenvolver os principais sintomas relatados por pacientes na pratica
clinica, sendo considerado um modelo util para desenvolvimento de estudos sobre o
tema, sendo capaz de mimetizar as alteragcdes sensoriais e nociceptivas, e as
comorbidades da doenca (NAGAKURA; OE; AOKI; MATSUOKA, 2009).

Dentre os sintomas sensoriais, 0 modelo utilizando reserpina é capaz de
promover a reducdo do limiar de resposta tatil em ratos, sendo identificada como
alodinia mecanica. Este mesmo modelo é capaz de desencadear a hiperalgesia
mecanica muscular (hiperalgesia primaria) e cutanea (hiperalgesia secundaria),
caracterizadas respectivamente pela diminuicdo do limiar de pressdo do musculo
gastrocnémio e pela reducao do limiar de pressao da pata (ARORA; KUHAD; TIWARI,
CHOPRA, 2011; DE LA LUZ-CUELLAR; RODRIGUEZ-PALMA; FRANCO-
ENZASTIGA; SALINAS-ABARCA et al., 2019; FERREIRA; TECHERA ANTUNES;
REBELO; DA SILVA et al., 2020; NAGAKURA; OE; AOKI; MATSUOKA, 2009). Os
ratos tratados com reserpina também apresentaram hiperalgesia térmica ao calor e
ao frio (HERNANDEZ-LEON; FERNANDEZ-GUASTI; MARTINEZ; PELLICER et al.,
2019; NAGAKURA; TAKAHASHI; NOTO; SEKIZAWA et al., 2012; OLIVEIRA;
MARCONDES SARI; ZBOROWSKI; PRADO et al.,, 2016; SOUSA; BIRMANN;
BALDINOTTI; FRONZA et al., 2018). A nocicepcdo espontanea também pode ser

observada em ratos tratados com reserpina, tanto através da expressao facial como
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do comportamento social dos animais (BRUSCO; JUSTINO; SILVA; FISCHER et al.,
2019; NAGAKURA; MIWA; YOSHIDA; MIURA et al., 2019; TANEI; MIWA; YOSHIDA;
MIURA et al., 2020).

Um dos pontos observados para o uso do modelo de FM induzido pela
reserpina esta relacionado a duracdo dos sintomas, apresentando variacdo de
durabilidade e intensidade de acordo com a cepa e o0 sexo dos animais. Nagakura e
colaboradores (2009) em estudo com ratos Sprague—Dawley tratados com reserpina
1mg/Kg demonstraram que o limiar de retirada da pata no teste de preensdo se
manteve menor em ratos machos e fémeas por até 10 ou 7 dias, respectivamente.
Neste mesmo estudo, o limiar de sensibilidade tatil avaliado com filamentos de Von
Frey se manteve reduzido por 21 dias em machos e 14 em fémeas, resultado
semelhante ao observado por Brusco e colaboradores (2019) em estudo com
camundongos Swiss, onde o limiar de sensibilidade tatil manteve-se reduzido por 14
dias. Quando avaliados animais da espécie Wistar tratados com reserpina 1mg/Kg, os
sintomas algicos realizando o teste de preensao da pata e limiar de retirada da pata
nao obtiveram diferencas entre os sexos, perdurando por 14 dias em ambos
(BRUSCO; JUSTINO; SILVA; FISCHER et al.,, 2019; DE LA LUZ-CUELLAR;
RODRIGUEZ-PALMA; FRANCO-ENZASTIGA; SALINAS-ABARCA et al.,, 2019;
NAGAKURA; OE; AOKI; MATSUOKA, 2009).

Para reforcar o modelo proposto por Nagakura e colaboradores (2009), varios
estudos tém apresentado outros sintomas referidos na prética clinica e considerados
comorbidades relacionada a FM (SARZI-PUTTINI; GIORGI; MAROTTO; ATZENI,
2020). Dentre as principais comorbidades, sdo observados fadiga, reducéo da forca
muscular, comportamento do tipo depressivo e tipo ansiolitico, além de alteracbes no
sono, sugerindo comprometimento de consolidacdo da memoéria e déficits cognitivos
apos o tratamento com reserpina (ARORA; KUHAD; TIWARI; CHOPRA, 2011; BRUM,
E. D. S.; FIALHO, M. F. P.; FISCHER, S. P. M.; HARTMANN, D. D. et al., 2020;
NAGAKURA; OE; AOKI; MATSUOKA, 2009; OLIVEIRA; MARCONDES SARI;
ZBOROWSKI; PRADO et al., 2016; SOUSA; BIRMANN; BALDINOTTI; FRONZA et
al., 2018; XU; ZHANG; SHAO; RUAN et al., 2013).

3.3.1.3 ALTERACOES FISIOPATOLOGICAS E BIOQUIMICAS
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O modelo de FM induzido pela reserpina é capaz de promover alteracfes
fisiopatoldgicas contundentes a ponto de assemelhar-se aos mecanismos periféricos
e centrais observados em pacientes. Dentre as alteracdes esperadas, a inflamacao
promovida pelo modelo pode ser alicercada no aumento de citocinas como a
interleucina 1-beta (IL-1B) TNF-a em animais tratados com reserpina (KAUR; SINGH;
SINGH; BHATTI et al., 2019; SINGH; KAUR; GARG; SINGH et al., 2020). Outros
fatores observados em estudos prévios sdo o aumento de peptideos relacionados a
bradicinina e ativacdo das fibras C peptidérgicas, dando base aos sinais de inflamacéo
neurogénica (BRUSCO; JUSTINO; SILVA; FISCHER et al., 2019; SINGH; KAUR,;
GARG; SINGH et al.,, 2020; TAGUCHI; KATANOSAKA; YASUI; HAYASHI et al.,
2015).

A neuro inflamacéo é reforgada pela ativacao de células imunes em tecidos do
SNC, como mastocitos e células gliais. Estas células sdo responsaveis pela liberacao
de mediadores pro-inflamatdrios como o fator de crescimento nervoso (NGF) e fator
de crescimento endotelial vascular (VEGF), sendo observado ainda aumento de
citocinas (IL-1B e TNF-a), bradicinina e niveis de substancia P no cortex e hipocampo
dos animais. Sendo assim, esses achados reforcam a presenca de processo neuro
inflamato6rio no modelo de FM induzido por reserpina (ARORA; KUHAD; TIWARI,
CHOPRA, 2011; DE LA LUZ-CUELLAR; RODRIGUEZ-PALMA; FRANCO-
ENZASTIGA; SALINAS-ABARCA et al.,, 2019; TAGUCHI; KATANOSAKA; YASUI,
HAYASHI et al., 2015; XU; ZHANG; SHAO; RUAN et al., 2013).

Sensibilizacdo periférica pode ser observada no modelo da reserpina,
ocorrendo a reducdo da densidade de fibras do tipo C concomitante a reducéo do
limiar de ativacdo das fibras remanescentes. O tratamento com reserpina também
demonstrou aumento da expressdo de mRNA de ASIC3 e aumento do receptor
N/OFQ (NOPr) acoplado a proteina G nos ganglios da raiz dorsal (DRG) em roedores
(BRUSCO; JUSTINO; SILVA; FISCHER et al.,, 2019; DAGNINO; DA SILVA;
CHAGASTELLES; PEREIRA et al., 2019; TAGUCHI;, KATANOSAKA; YASUI,
HAYASHI et al., 2015).

J& a sensibilizacdo central observada no modelo experimental esta ligada a
ativacao de células gliais, como microglia e astrocitos, que promovem o aumento da
expressao de citocinas, fatores de crescimento e liberagdo de BDNF, desencadeando
no aumento de neurotransmissores excitatoérios como glutamato e substancia P,

contribuindo para alteracdes nas vias inibitérias descendentes da dor (ARORA,
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KUHAD; TIWARI; CHOPRA, 2011; NAGAKURA; OE; AOKI; MATSUOKA, 2009;
SINGH; KAUR; GARG,; SINGH et al., 2020; XU; ZHANG; SHAO; RUAN et al., 2013;
YAO; LI; KANDHARE; MUKHERJEE-KANDHARE et al., 2020).

O BDNF desempenha um papel crucial no processamento de sinais
nociceptivos, sendo um fator de crescimento envolvido no desenvolvimento e
sobrevivéncia de neurdnios, além de modular a atividade de neurotransmissores,
como serotonina e dopamina. Alguns autores buscam relacionar o BDNF como um
dos principais mediadores em estados sensibilizados como no caso de pacientes com
FM (NUGRAHA; KARST; ENGELI; GUTENBRUNNER, 2012) e em modelos animais
de FM (BRUM; BECKER; FIALHO; OLIVEIRA, 2022).

A deplecdo de monoaminas como noradrenalina, serotonina e dopamina e a
reducdo de serotonia (5-HT) € observada em animais tratados com reserpina. Além
disso, os niveis do receptor antinociceptivo 5-HT1A reduziram e os niveis do receptor
pronociceptivo 5-HT2A aumentaram, em tecidos do SNC, em roedores, adicionando
interesse ao modelo experimental de FM induzida por reserpina (LI; HAN; WANG,;
FENG et al., 2016; NAGAKURA; OE; AOKI; MATSUOKA, 2009; YAO; LI; KANDHARE;
MUKHERJEE-KANDHARE et al., 2020).
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Figura 2: Estrutura e funcéo dos transportadores de monoaminas.

SLC18 transporters
VMAT1 and VMAT2

SLC6 monoamine transporters
DAT, NET, SERT

Legenda: Os transportadores de monoaminas da membrana plasmética e os transportadores de
monoaminas vesiculares (VMATS) sdo membros da superfamilia de transportadores solaveis (SLC) e
tém um papel importante na regulacdo da homeostase sinaptica e nos efeitos da dopamina (DA),
norepinefrina (NOR) e serotonina (5-HT). A reserpina esgota as aminas biogénicas (DA, NOR e 5-HT)
do sistema nervoso ao se ligar irreversivelmente aos transportadores de monoaminas da vesicula
sinaptica (VMATL1 e 2), e induz sintomas complexos em ratos, incluindo depresséo, que é um sintoma
frequente de comorbidade em pacientes com FM. Fonte: (BENARROCH, 2013).

Estudos destacam o dano oxidativo presente no experimento induzido por
reserpina. A reserpina foi capaz de aumentar a peroxidagéo lipidica, indiretamente
avaliada pelos niveis de substancias reativas ao &cido tiobarbitirico (TBARS) e a
expressdo da enzima o6xido nitrico-sintase (NOS). Em contraposicdo, promove a
diminuicdo da atividade antioxidante, reduzindo niveis de superdxido dismutase
(SOD), catalase (CAT) e glutationa (GSH). Essas alteracdes sé@o observadas tanto em
tecidos do SNC como em tecido muscular de ratos e camundongos (ARORA; KUHAD;
TIWARI; CHOPRA, 2011; KAUR; SINGH; SINGH; BHATTI et al., 2019; OLIVEIRA;
MARCONDES SARI; ZBOROWSKI; PRADO et al., 2016; SINGH; KAUR; GARG;
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SINGH et al., 2020; SOUSA; BIRMANN; BALDINOTTI; FRONZA et al., 2018; YAO;
LI; KANDHARE; MUKHERJEE-KANDHARE et al., 2020).

Analisando os achados na literatura, 0 modelo de FM induzido por reserpina é
uma ferramenta importante para o estudo da patogénese da doenca pois é capaz de
induzir os principais sintomas, os mecanismos fisiopatologicos. De fato, o modelo
parece apresentar uma boa validade de face, de construto e preditiva e ja vem sendo
utilizado para confirmar o efeito de farmacos amplamente utilizados no tratamento
clinico da FM(BRUM; BECKER; FIALHO; OLIVEIRA, 2022).

3.3.2 MODELO DE FIBROMIALGIA INDUZIDO POR SALINA ACIDA

O modelo experimental de FM induzida por salina acida foi descrito e
caracterizado por Sluka e colaboradores (2001). Este modelo foi desenvolvido para
avaliar os mecanismos de nocicepc¢ado muscular, sendo considerado um modelo de
dor ndo inflamatéria capaz de gerar alteracbes no sistema musculoesquelético
(SLUKA; KALRA; MOORE, 2001).

3.3.2.1 PROTOCOLO DE INDUCAO DE FIBROMIALGIA POR SALINA ACIDA

O protocolo pode ser aplicado em ratos e camundongos e consiste na
administracdo, em duas etapas, de injecbes de solucdo salina acida (pH 4,0)
unilateralmente no musculo gastrocnémio. As inje¢cdes sdo administradas com um
intervalo de dois ou, mais comumente, cinco dias. Os ratos recebem um volume de
100 pyL de solugdo salina acida, enquanto os camundongos recebem 20 pL. Os
animais do grupo controle recebem duas injecfes intramusculares de solucdo salina
padrao (pH 7,0 - 7,4), que ndo induzem hiperalgesia em roedores (SLUKA; KALRA,;
MOORE, 2001).

3.3.2.2 SINAIS CLINICOS E COMORBIDADES
Os pontos fortes deste modelo estéo relacionados a capacidade de produzir os

principais sintomas relatados pelos pacientes na préatica clinica. O modelo

experimental de FM induzida por salina &cida causa alteracdes ja nas primeiras vinte
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e quatro horas, podendo persistir por um periodo de até quatro semanas (SLUKA;
KALRA; MOORE, 2001).

Dentre os sintomas nociceptivos e sensoriais, este modelo é capaz de
desenvolver hiperalgesia priméaria e secundaria, além de alodinia mecéanica (CHANG,;
FONG; LEE; CHUANG et al.,, 2019; DA SILVA; DESANTANA; SLUKA, 2010;
NIELSEN; MATHIESEN; BLACKBURN-MUNRO, 2004; SLUKA; KALRA; MOORE,
2001; YOKOYAMA; MAEDA; AUDETTE; SLUKA, 2007). Modificacdes na temperatura
podem influenciar no comportamento de pacientes com FM, contudo, estudos sobre
hiperalgesia térmica ao calor e ao frio ainda séo inconclusivos neste modelo (CHANG,;
FONG; LEE; CHUANG et al., 2019; LARSON; PARDO; PASLEY, 2014; NIELSEN;
MATHIESEN; BLACKBURN-MUNRO, 2004; SLUKA; KALRA; MOORE, 2001,
YUKSEL; NAZIROGLU; SAHIN; CIG, 2017).

Na busca por validar as principais comorbidades da FM no modelo de salina
acida, existem relatos de que o tratamento promove fadiga, porém a reducao da forca
ainda é controversa neste modelo (FELBER; MALHEIROS; TENTARDINI;
SALGUEIRO et al., 2022; TILLU; GEBHART; SLUKA, 2008). O comportamento do
tipo depressivo e do tipo ansioso sdo observados apés a injecdo de salina acida
intramuscular, assim como alteracbes comportamentais no sono capazes de
potencializar os efeitos nociceptivos promovidos pelo modelo (LIU; SHAO; YEN;
SHAW, 2014; REZENDE; GOUVEIA PELUZIO; DE JESUS SILVA; DELLA LUCIA et
al., 2019; SUTTON; OPP, 2014a; b).

3.3.2.3 ALTERACOES FISIOPATOLOGICAS E BIOQUIMICAS

A salina &cida é capaz de promover alteracdes fisiopatoldgicas similares as
apresentadas por pacientes com FM, porém, alguns mecanismos fisiopatoldégicos
associados ao problema, como a reducdo dos niveis de monoaminas, estresse
oxidativo e alteragbes musculares ndo foram bem detalhadas na literatura recente
(HAUSER; PERROT; SOMMER; SHIR et al., 2017; MEEUS; NIJS; HERMANS;
GOUBERT et al., 2013).

Dentre 0os mecanismos observados, a inflamacdo é identificada a partir da
liberagdo de citocinas inflamatorias como IL-1f3, IL-6 e TNF-a a nivel periférico e
central. Mesmo com sinais de neuro inflamagdo, ainda sao inconclusivos o
envolvimento das células gliais nesse modelo (ABD-ELLATIEF;, MOHAMED; KOTB,
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2018; REZENDE; GOUVEIA PELUZIO; DE JESUS SILVA; DELLA LUCIA et al., 2019;
SUTTON; OPP, 2015) SUTTON & OP, 2015; TIAN et al., 2018). A acidose ativa os
receptores acoplados a proteina G sensiveis a protons (GPCRs) e desencadeia
ativacao de ions de de calcio (Ca2+) e proteina Gi - proteina quinase C ¢ (PKCg).
Ambos os sinais de PKCe e Ca2+ ativam a proteina quinase Il dependente de a-
calmodulina (aCaMKIl), resultando em ativagao hiperalgésica (CHEN; LEE; LIN;
WONG et al., 2014; SLUKA; KALRA; MOORE, 2001). Ainda, do mesmo modo que a
sensibilizacao periférica € um achado fisiopatoldgico na clinica, as injecées de solucdo
salina agem diretamente nos canais ASICs e potencial receptor transitério vaniloide
tipo 1 (TRPV1), aumentando a expressao destes no DRG, provocando a ativacdo do
processamento nociceptivo. E importante observar que outras vias estdo relacionadas
ao modelo, estas vias incluem o canal de potencial receptor transitério subfamilia M
tipo 2 (TRPM2) e canais de sédio voltagem dependente (Nav) 1.8 e 1.7., sendo os
altimos expressos nos neurdnios do DRG (CHEN; CHEN, 2014; CHEN; LEE; LIN;
WONG et al., 2014; LIN; HSIEH; LIN, 2015; SLUKA; PRICE; BREESE; STUCKY et
al., 2003; YEN; HSIEH; HSU; LIN, 2017; YUKSEL; NAZIROGLU; SAHIN; CIG, 2017).

Semelhante aos efeitos periféricos, as inje¢cdes de solucao salina acida também
aumentaram a expressao de canais ibnicos em estruturas do SNC, sendo observada
ainda a expressao de TRPV4 a nivel medular. Além disso, é observado o aumento da
liberacdo de neurotransmissores excitatdrios como glutamato e aspartato, gerando
alteracdes nas vias inibitérias descendentes. Enquanto isso, os receptores N-metil D-
Aspartato (NMDA) expressos no bulbo rostral ventromedial da medula (RVM),
especificamente a subunidade NR1, desempenham um papel essencial na modulacéo
e manutencdo da hipersensibilidade induzida por salina acida (RADHAKRISHNAN;
SLUKA, 2009; SKYBA; LISI; SLUKA, 2005; SLUKA; O'DONNELL; DANIELSON;
RASMUSSEN, 2013; YEN; HSIEH; HSU; LIN, 2017; 2020; YEN; HSU; LIN; HSIEH et
al., 2018).

O dano oxidativo ainda é limitado de evidéncias, ndo podendo se afirmar que
estes mecanismos sejam ativados no modelo de salina acida. Dentre os estudos
prévios, sabe-se que a injecdo de salina acida promove aumento da peroxidagao
lipidica, aumento dos niveis de ROS e reduz niveis de glutationa tanto em estruturas
periféricas quanto centrais (FELBER; MALHEIROS; TENTARDINI; SALGUEIRO et al.,
2022; YUKSEL; NAZIROGLU; SAHIN; CIG, 2017).
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Portanto, o modelo de FM induzida por salina acida apresenta uma abordagem
eficaz e preenche alguns requisitos para mimetizar a patogénese da FM, com uma
boa validade de face e alguns aspectos de validade de construto e preditiva (BRUM,;
BECKER; FIALHO; OLIVEIRA, 2022). A sua capacidade de produzir os principais
sintomas e possuir uma descricdo detalhada de seus mecanismos o tornam valido

para a compreensdao e para estudos futuros sobre a FM.

3.3.3 OUTROS MODELOS EXPERIMENTAIS DE FIBROMIALGIA

Na pratica clinica, a exposicao dos pacientes com FM a situacfes estressantes
pode desencadear ou até mesmo potencializar sintomas da doenca. Neste sentido,
alguns achados na literatura trazem a aplicagcdo de situagbes extremas, como
exposi¢ao ao frio, a ruidos, e estresse fisico ou mental como condi¢des experimentais

para desenvolvimento de modelos de fibromialgia (CLAUW, 2014, 2015a).

3.3.3.1 MODELO EXPERIMENTAL DE FIBROMIALGIA INDUZIDA POR
EXPOSICAO AO FRIO INTERMITENTE

O modelo de FM induzida por estresse frio intermitente foi desenvolvido
primeiramente por Kita e colaboradores (1979), onde sugeriram que a exposicdo dos
animais a alternancias de temperatura seria capaz de desenvolver parametros
nociceptivos, sendo denominado primeiramente como um estado de estresse
especifico causado por ritmo alternado na temperatura (KITA; HATA; IIDA; YONEDA
et al., 1979). Mais recentemente, os autores Nishiyori e Ueda (2008) aprimoraram e
validaram o modelo primeiramente para camundongos e Nazu e colaboradores (2010)
adaptaram para ratos, utilizando o mesmo para sindromes de dor generalizada,
principalmente a fibromialgia (NASU; TAGUCHI; MIZUMURA, 2010; NISHIYORI,
UEDA, 2008) .

Para inducdo de FM através do estresse ao frio intermitente os animais sao
expostos a um resfriamento da temperatura ambiente (-4 a -3 °C) durante o periodo
entre as 16:30 e as 10:00 do dia seguinte, seguido de um periodo de temperatura
ambiente (22 a 24°C) por 30 minutos. Durante o periodo das 10:00 e 16:30 os animais

sdo submetidos a alternancia de temperatura entre frio e calor a cada 30 minutos,
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repetindo o procedimento por 3 dias consecutivos. No quarto dia, 0s animais sao
mantidos em temperatura ambiente por 1 hora e posteriormente sao realizados o0s
testes de comportamento (NASU; TAGUCHI; MIZUMURA, 2010).

O modelo experimental de estresse ao frio intermitente € capaz de apresentar
0s principais mecanismos da FM, como inflamacéo, sensibilizacao periférica e central,
além de lesdes e alteracbes musculares e celulares, sendo similar aos mecanismos
clinicos observados. Algumas altera¢c6es decorrentes da fibromialgia ainda néo foram
observadas neste modelo, como a dor espontanea e a hipersensibilidade a variagbes
térmicas e mesmo as alteracdes relacionadas ao processo inflamatério e ao dano
oxidativo ndo estdo bem estabelecidas (BONATERRA; THEN; OEZEL,;
SCHWARZBACH et al., 2016; HSU; LEE; CHAO; KUO et al., 2019; SARZI-PUTTINI,
GIORGI; MAROTTO; ATZENI, 2020; WAKATSUKI; Y; MATSUBARA; NASU et al.,
2021).

3.3.3.2 MODELO EXPERIMENTAL DE FIBROMIALGIA INDUZIDA PELO
ESTRESSE SONORO

O modelo de FM induzido por estresse sonoro (SS) foi apresentado
primeiramente por Khasar e colaboradores (2005), passando por algumas adaptacdes
por Hung e colaboradores (2020) utilizando o estresse sonoro repetido e intermitente
(RISS), sendo considerada mesmo assim uma metodologia limitada para mimetizar
0s principais mecanismos da FM. O protocolo consiste na exposicdo dos animais a
uma camara com um autofalante que emite frequéncias 5 a 19 kHz com variacéo de
amplitude entre 20 e 110 decibéis (dB) No SS, os animais sdo expostos ao estimulo
sonoro durante 30 minutos ao longo do dia, ja no RISS o estimulo sonoro é realizado
durante em uma frequéncia diaria de 6 vezes, por um periodo de 30 minutos a cada 3
horas, sendo aplicado em dias alternados (HUNG; LEE; TSAI; CHEN et al., 2020;
KHASAR; GREEN; LEVINE, 2005).

Embora alguns mecanismos como sensibilizacdo periférica e central, dano
oxidativo e alteragbes celulares tenham sido observados no modelo, poucas
alteracdes fisiopatoldgicas semelhantes as apresentadas pelos pacientes com FM
foram observadas no modelo, como as alteracfes nos niveis de neurotransmissores

e monoaminas, uma das alteracdes cardinais da patologia (HUNG; LEE; TSAI; CHEN
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et al., 2020; KHASAR; GREEN; LEVINE, 2005)(HUNG et al., 2020; KHASAR et al.,
2005).

3.3.3.3 MODELO EXPERIMENTAL DE FIBROMIALGIA INDUZIDA POR ESTRESE
DE NATACAO REPETIDO

O modelo de fibromialgia induzida por estresse de natacao repetido foi sugerido
por Quintero e colaboradores (2000) como um modelo capaz de desenvolver
hipersensibilidade duradoura em animais e assim ser capaz de simular os efeitos
sistémicos da fibromialgia. O protocolo de elaboracdo do modelo consiste em
exposicao dos animais a natacao e ao medo de afogamento, sendo colocados em um
cilindro com agua para realiza¢éo do nado forgado por 10 minutos no primeiro dia, nos
dias subsequentes os animais realizam o nado por 20 minutos e, no quarto dia, sdo
aclimatados em temperatura ambiente por uma hora apdés o nado para avaliacao
comportamental (QUINTERO; MORENO; AVILA; ARCAYA et al., 2000).

O modelo tem limitagbes quanto a reproducdo de sintomas nociceptivos e
comorbidades da doenca, sendo capaz de promover fadiga, sensibilizacao periférica,
alteracdo nos niveis de neurotransmissores e monoaminas (SUAREZ-ROCA;
QUINTERO; ARCAYA; MAIXNER et al., 2006).

Outros modelos experimentais de fibromialgia despontam nos dltimos anos na
literatura. Modelos baseados em insultos inflamatérios agudos utilizando mediadores
inflamato6rios como carragenina, IL-6, fator neurotrofico derivado da glia (GDNF),
prostaglandina-E2 (PGE2) e proteina quimioatraente de monécitos 1 (MCP1) tem sido
apresentado como sendo capazes de promover dor muscular cronica. (ALEY;
MESSING; MOCHLY-ROSEN; LEVINE, 2000; ALVAREZ; CHEN; BOGEN; GREEN et
al., 2012; ALVAREZ; GREEN; LEVINE, 2014; DINA; GREEN; LEVINE, 2008;
JOSEPH; LEVINE, 2010; PARADA; REICHLING; LEVINE, 2005). Podemos encontrar
ainda modelos induzidos por fadiga muscular associada insulto muscular, induzido por
estresse de restricdo cronica, induzido pela vocalizagéo ultrassoénica e induzido por
estresse psicologico intermitente (BARDIN; MALFETES; NEWMAN-TANCREDI;
DEPOORTERE, 2009; GREGORY; GIBSON-CORLEY; FREY-LAW; SLUKA, 2013;
SANCHEZ, 2003; UEDA; NEYAMA, 2017).

A complexidade da FM demanda estudos avancados para desvendar a sua

etiologia e fisiopatologia. O amplo espectro de sintomas relatados pelos pacientes tem
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levado a um aumento expressivo de estudos pré-clinicos gerando um desafio aos
pesquisadores para desvendar os sinais e caracteristicas completas dos pacientes
com fibromialgia. A literatura atual nos mostra que os modelos experimentais em
animais possuem algumas limitagbes, principalmente voltados a necessidade de
medir a dor espontanea, o sintoma cardinal em pacientes com fibromialgia. Estudos
indicam que o modelo com uso de reserpina seria a mais completo, com o viés de

causar alteragcdes locomotoras e catalepsia.

4 METODOS

4.1 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Foram utilizados ratos Wistar machos adultos e fémeas (10 a 12 semanas) (180
— 300q), provenientes do biotério Central da Universidade Federal de Santa Catarina
(UFSC). Os animais foram alojados no Biotério do LANDI em caixas-moradia,
confeccionadas em polipropileno, medindo 49x34x16cm (CxLxA), com assoalho
recoberto de serragem e com nimero maximo de quatro animais por caixa. Ciclo claro-
escuro de 12 horas, em temperatura ambiente (22°C + 2°C) e livre acesso a agua e
racao.

Foram realizados todos os procedimentos necessarios para minimizar dor e
desconforto. A manutencdo dos animais seguiu a Lei 11.794, que estabelece
procedimentos para o uso cientifico de animais (BRASIL, 2008). Os trabalhos foram
conduzidos de acordo com as “Diretrizes de Integridade e Boas Praticas para a
Producdo, Manutencédo ou Uso de Animais” da resolugdo do Conselho Nacional de
Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA), publicacdo n° 32, 09/2016. A
intensidade dos estimulos utilizados foram os minimos necessarios para demonstrar
de forma consistente o efeito dos tratamentos. Todos o0s procedimentos experimentais
realizados foram aprovados pela Comisséo de Etica do Uso de Animais (CEUA) da
UFSC (protocolo n°® 6504200122) (ANEXO I). Os processos para execucdo deste
estudo seguiram as recomendacdes estabelecidas nas diretrizes ARRIVE 2.0
(ANEXO 2) (PERCIE DU SERT; AHLUWALIA; ALAM; AVEY et al., 2020; PERCIE DU
SERT; HURST; AHLUWALIA; ALAM et al., 2020).
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4.2 TAMANHO DA AMOSTRA

O calculo amostral utilizou a formula: n = {[(z alfa + z beta) * s] / sigma} 2. O
teste considera n igual ao tamanho da amostra; o desvio-padrao da probabilidade
(alfa) é o risco aceitavel de se encontrar uma diferenca; a probabilidade beta se refere
ao risco aceitavel de nao observar uma diferenca, quando ela realmente existe (erro
do tipo Il; falso negativo); s indica o desvio padréo; e sigma € igual a diferenca (s)
adotada (s) entre as médias para deteccao significativa. Ainda, quando a diferenca
nao existe (erro do tipo I; falso positivo), indica que quanto menor for o alfa escolhido,
maior € a amostra necesséaria (DANIEL; CROSS, 2018).

Portanto, ao aplicarmos os dados na formula, obtém-se: n = {[(1,96 + 1,28) *
35] / 40} 2 = 8.0. Desta forma, foram necessarios no minimo 8 animais em cada grupo
experimental. O projeto contabilizou com um total de 110 animais, sendo 40 machos
e 70 fémeas.

4.3. CEGAMENTO DA PESQUISA E RANDOMIZACAO DOS ANIMAIS

Para a manutencdo do cegamento dos pesquisadores nos testes
comportamentais, um dos pesquisadores realizou o tratamento e outro pesquisador
realizou os testes comportamentais. Ainda, houve a participacdo de um terceiro
pesquisador, que realizou a numeracao das caixas anteriormente aos testes, sem a
participacdo dos pesquisadores responsaveis pela avaliacdo comportamental e
tratamento. Portanto, ndo puderam ser identificados entre si os animais dos grupos
que receberam o tratamento. Os animais foram randomizados entre 0s grupos, sendo
que a distribuicdo sera realizada de forma aleat6ria, com o auxilio da ferramenta
“funcao aleatdria” do software Microsoft Excel [= ALEATORIOENTRE (0; X)].

4.4 CRITERIOS DE EXCLUSAO
Foram excluidos do estudo animais que na avaliacdo basal apresentaram

aspectos nociceptivos presentes como hiperalgesia mecéanica e térmica e escore na

escala grimace > 0,67 de uma média maxima de 2 pontos.
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4.5. DELINEAMENTO E GRUPOS EXPERIMENTAIS

No presente estudo foram utilizados dois modelos de FM distintos em ratos, (i)
induzido por reserpina (1 mg/Kg), que causa uma diminuic&o significativa no limiar de
pressao muscular e alodinia tétil, sustentadas por mais de uma semana (NAGAKURA,
OE; AOKI; MATSUOKA, 2009); (ii) induzido por salina &cida intramuscular, capaz de
promover hiperalgesia por até quatro semanas (SLUKA; KALRA; MOORE, 2001).

Por outro lado, um outro grupo de animais recebeu a administracdo de
reserpina 0,1 mg/Kg s.c. A dose de reserpina foi considerada “submaxima” porque é
passivel de ser potencializada pela salina &cida injetada intramuscular (uma ou duas
injecdes), possibilitando a observacdo de um possivel aumento da resposta
nociceptiva (NAGAKURA; OE; AOKI; MATSUOKA, 2009).

Inicialmente, nos propusemos a analisar os efeitos da salina acida e da
reserpina em animais machos e fémeas (Figura 3), dividindo-os em 6 grupos
experimentais (n=6), a fim de caracterizar os modelos ja existentes na literatura e
verificar possiveis interacdes relacionadas ao sexo. A disposi¢cdo dos grupos ficou
estabelecida como apresentamos abaixo:

1. Ratos machos controle: os animais receberam injecdo de 1 ml/kg de
veiculo (NaCl 0,9%; pH 7.0) subcutaneamente (s.c.) por trés dias;

2. Ratos fémeas — controle: os animais receberam injecdo 1 mi/kg de
veiculo (NaCl 0,9%; pH 7.0) subcutaneamente (s.c.) por trés dias;

3. Ratos machos — Reserpina: os animais receberam injecéo de reserpina
1 mg/Kg, subcutaneamente (s.c.), por trés dias consecutivos;

4, Ratos fémeas — Reserpina: 0os animais receberam injecéo de reserpina
1 mg/Kg, subcutaneamente (s.c.), por trés dias consecutivos;

5. Ratos machos - Salina &cida: os animais receberam duas injecées de
100 pL de solucdo salina acida (NaCl 0,9%; pH 4.0) no ventre do musculo
gastrocnémio direito;

6. Ratos fémeas - Salina acida: os animais receberam duas injecées de
100 pL de solucéo salina acida (NaCl 0,9%; pH 4.0) no ventre muscular do musculo

gastrocnémio direito.
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Figura 3: Desenho experimental da fase de caracterizacdo dos modelos experimentais
de fibromialgia.
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Apoés caracterizarmos os efeitos dos modelos experimentais de FM em ratos
machos e fémeas, realizamos uma segunda etapa de intervencdes utilizando animais
de ambos os sexos (Figura 4), divididos os animais em 7 grupos experimentais (n=6
machos e n=6 fémeas). Esta etapa foi realizada para analisar as interacdes entre 0
uso da reserpina em uma subdose associada a salina acida. A disposicéo dos grupos
ficou estabelecida como apresentamos abaixo:

1. Controle (C): os animais receberam 1 ml/Kg de veiculo (NaCl 0,9%; pH
7.0) subcutaneamente (s.c.) por trés dias;

2. Grupo Reserpina 1: os animais receberam injecéo de reserpina 1 mg/Kg,
s.c., por trés dias consecutivos;

3. Grupo Reserpina 0,1: os animais receberam uma injecéo de reserpina
0,1 mg/Kg, s.c., por trés dias consecutivos;

4, Grupo salina acida 1x: os animais receberam uma injecéo de 100 uL de
solucdo salina acida (NaCl 0,9%; pH 4.0) no ventre muscular do muasculo
gastrocnémio direito;

5. Grupo salina acida 2x: os animais receberam duas injec6es de 100 uL
de solucdo salina acida (NaCl 0,9%; pH 4.0) no ventre muscular do musculo
gastrocnémio direito;

6. Grupo Reserpina 0,1 + salina acida 1x: os animais receberam uma
injecdo de reserpina 0,1 mg/Kg, s.c., por trés dias consecutivos + uma injecéo de 100
uL de solucdo salina acida (NaCl 0,9%; pH 4.0) no ventre muscular do musculo
gastrocnémio direito.

7. Grupo Reserpina 0,1 + salina acida 2x: os animais receberam uma
injecdo de reserpina 0,3 mg/Kg, s.c., por trés dias consecutivos + duas injecdes de
100 pL de solucao salina acida (NaCl 0,9%; pH 4.0) no ventre muscular do musculo
gastrocnémio direito.

Para melhor identificacdo dos efeitos causados pelos tratamentos, 0s grupos
1, 2.5 e 7 tiveram suas performances nos testes de comportamento tipo-ansioso e de

mobilidade avaliadas através do software Any-maze.
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Figura 4: Desenho experimental de um estudo com diferentes propostas de modelos
experimentais de fibromialgia utilizando reserpina e salina acida.
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4.6 MODELOS EXPERIMENTAIS DE INDUCAO DE FIBROMIALGIA

4.6.1 INDUCAO DE FIBROMIALGIA POR RESERPINA

Para o modelo de FM induzida por Reserpina (SigmaAldrich, USA),
padronizado por Nagakura e colaboradores (2009), a substancia foi diluida em salina
e 5% de Tween 80. A reserpina foi administrada nos animais na dose de 1 mg/kg
(volume de 1 ml/kg), por via subcutanea (s.c.), aplicada no dorso, uma vez ao dia, por
trés dias consecutivos. Nos animais que receberam a subdose de reserpina, foi
administrado 0,1 mg/kg da substancia, por via s.c., uma vez ao dia, por trés dias
consecutivos (NAGAKURA,; OE; AOKI; MATSUOKA, 2009).

4.6.2 INDUCAO DE FIBROMIALGIA POR SALINA ACIDA

Para o modelo induzido por salina acida, padronizado por Sluka et. al. (2001).
O protocolo consiste na injecdo de 100 pL de solucado salina acida (NaCl 0,9%; pH
4.0) no ventre muscular do muasculo gastrocnémio direito, com o0s animais
anestesiados com isoflurano 1%. Neste modelo, a injecdo de salina é realizada em
dois momentos durante o protocolo experimental, no primeiro e no quinto dia (SLUKA;
KALRA; MOORE, 2001). Na presente pesquisa alguns grupos experimentais
receberam apenas uma injecado de salina acida, descrito em maiores detalhes no

delineamento experimental.

4.6.3 INDUCAO DE FIBROMIALGIA POR SALINA ACIDA ASSOCIADA A UMA
SUBDOSE DE RESERPINA

Um grupo de animais recebeu a administracdo de 0,1 mg/kg de reserpina, por
via s.c., umavez ao dia, por trés dias consecutivos associado a injecado de salina acida
intramuscular. Os grupos que receberam a subdose de reserpina e salina acida
tiveram a seguinte padronizacdo: animais do grupo salina &cida 1x receberam uma
Unica inje¢do ao término do protocolo de reserpina; e 0s grupos salina acida 2x
receberam sua primeira dose no mesmo dia dos grupos anteriores e a segunda dose

5 dias apos.
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4.7 AVALIACOES NOCICEPTIVAS

Apés a inducdo do modelo, os animais foram submetidos a avaliacdo
nociceptiva a fim de identificar hiperalgesia mecanica por meio dos filamentos de von

Frey na pata, hiperalgesia térmica ao frio (acetona) e a analise da expressao de dor.

4.7.1 HIPERALGESIA MECANICA

O teste de filamentos de von Frey € um método comum para avaliar a
hiperalgesia mecénica em animais durante experimentos pré-clinicos. Ele é usado
para medir a sensibilidade a dor em resposta a estimulos mecanicos leves, como
pressdo ou toque. Para tanto, foi utilizado o método “up-and-down” (DIXON, 1991).
Desta forma, os ratos foram aclimatados por no minimo 1 hora antes dos
experimentos, permanecendo em compartimentos individuais feitos de acrilico (7 x 9
x 11 cm), sobre uma plataforma de fundo gradeado, para facilitar o acesso a superficie
ventral das patas traseiras dos animais (Figura 5A). O estimulo mecéanico foi
direcionado perpendicularmente a superficie plantar dos animais. Entdo, foram
analisadas as respostas (retirada ou ndo da pata) em relacdo a tensdo aplicada por
varios filamentos de von Frey (Semmes-Weinsntein monofilaments, Stoelting, EUA)
calibrados para produzir forcas diferentes (0,16; 0,4; 1,4; 2,0; 4,0; 8,0 gramas),
causando graus distintos de estimulagdo mecéanica (inécuas ou nocivas). As
avaliacOes foram iniciadas com o filamento de 0,4 g, e no caso de estimulo nocivo —
indicado pela retirada da pata — sendo utilizado um filamento com menor valor em
gramas. Nos casos de estimulacdo in6cua — indicada pela permanéncia da pata — foi
testado o filamento com maior valor seguinte em gramas (Figura 5B). Foi realizado
um total de no maximo seis aplicacées nao consecutivas em cada animal. A avaliacao
foi realizada em ambas as patas, no entanto os dados apresentados correspondem

apenas aos obtidos nas medidas da pata direita.

4.7.2 HIPERALGESIA TERMICA AO FRIO

Para avaliar a hiperalgesia térmica ao frio, os animais foram posicionados em

caixas individuais de acrilico transparente, sobre plataformas elevadas. Foi instilado
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0,05 ml de acetona por meio de uma seringa na regido ventral da pata traseira do
animal, realizando a contagem de tempo com um cronémetro (VL-1809, Vollo, EUA).
Durante 20 segundos ap0s a aplicacéo da acetona, a resposta do rato foi monitorada,
observando retirada ou agitacdo da pata direita (Figura 5C). Os animais que néo
apresentaram resposta tiveram o monitoramento encerrado. Porém, nos casos em
gue houve reacao ao efeito de resfriamento no periodo de 20 segundos, estes animais
continuaram a ser observados por mais 20 segundos, totalizando assim, 40 segundos.
A respostas classificam-se em escore de 0 a 3, sendo 0 nenhuma resposta, 1 quando
apresentar retirada da pata, 2 quando realizar flinches (sacudidas) e 3 quando retirar
a pata e levar o membro a boca. As medidas sao realizadas 3 vezes e a média de
escore obtida foi utilizada como paréametro de avaliagdo (FLATTERS; BENNETT,
2004).

Figura 5: Avaliacdo de hiperalgesia mecanica e hiperalgesia térmica ao frio.
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Legenda: A primeira imagem (A) apresenta o animal aclimatando em compartimento individual com
fundo gradeado. A imagem ao centro (B) e a direita (C) trazem uma representacdo grafica dos testes
de von Frey e de acetona, respectivamente. Fonte: Elaborada pelo autor, em B e C foi utilizado a
plataforma Mind the Graph@, 2023.

4.7.3 ESCALA GRIMACE PARA RATOS

A escala Grimace é um método cientifico ndo invasivo para avaliar a dor em
ratos. A escala baseia-se na expressao facial dos animais, onde foram observadas
quatro unidades de avaliacdo, ou parametros faciais, sendo elas o cerramento
palpebral, o achatamento da ponta do nariz e das bochechas, a posicao das orelhas
e a posicao das vibrissas. Cada unidade foi avaliada com escore de 0 a 2, onde O

corresponde a nenhuma expressao de dor, 1 indica uma alta confianca em que a
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unidade avaliada apresenta dor e 2 a presenca Obvia de dor (ANEXO 3) (SOTOCINAL,;
SORGE; ZALOUM; TUTTLE et al., 2011). Ap6s a atribuicdo de valores para cada
unidade, foi feita uma média simples e o valor resultante foi utilizado como um
indicativo da presenca de dor. Nesse sentido, os valores abaixo de 1 representaram
a presenca de dor leve, e os valores entre 1 e 2, presenca de dor moderada a severa
(MILLER; LEACH, 2016).

4.8 AVALIACAO DE DESEMPENHO MOTOR E COGNITIVO

4.8.1 AVALIACAO DA FORCA DE PREENSAO PLANTAR

O teste de forca de preensdo plantar em ratos € um método para avaliar a
fungéo muscular e funcionalidade dos animais. O teste consiste em colocar o rato em
uma grade metélica, onde ele é mantido em posicéo vertical enquanto € encorajado a
agarrar com as patas em um aparelho especifico. A avaliacao de forca de preensao
da pata foi realizada por meio do equipamento GripForce (Insight ®). Nos dias que
antecederam os testes, cada animal foi submetido ao manuseio similar para se
acostumar com a manipulacdo (trés dias de ambientacdo). O animal foi colocado
sobre a grade do equipamento e cuidadosamente puxado pela cauda, realizado
sempre pelo mesmo avaliador. O valor registrado foi o valor da média de trés analises
obtidas em ensaios consecutivos com um intervalo minimo de 5 minutos. Nesse caso,
foi obtida a medida em gramas da preensao plantar exercidas pelas quatro patas no
animal sobre a grade do equipamento (KEHL; TREMPE; HARGREAVES, 2000).

4.8.2 TESTE DE CAMPO ABERTO

O teste de campo aberto (Open Field) € uma técnica comumente usada para
avaliar a atividade locomotora e comportamento do tipo ansiolitico em roedores.
Consiste em um aparato com base retangular medindo 60x40x50 cm com 12 divisdes
marcadas no chdo do aparato medindo 15x13,3 cm cada uma. O experimento foi
realizado por um periodo de 5 minutos onde um sistema de gravacao de video foi
instalado acima da arena para registrar o comportamento dos ratos. Apos cada analise

experimental, o aparato foi totalmente limpo com alcool 70% (PRUT; BELZUNG,
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2003). O numero de cruzamentos dos quadrantes (com as quatro patas); tempo de
permanéncia no centro (segundos); numero de elevacfes (animal apoiado apenas
com as duas patas traseiras).

Nos grupos 1, 2, 5 e 7, a distancia percorrida pelos animais, 0 numero de
cruzamentos entre os quadrantes da arena, o tempo de permanéncia no centro foram
obtidas através da andlise dos videos por meio do software ANY-Maze (Stoelting Co.,
2019) (TORT; NETO; AMARAL; KAZLAUCKAS et al., 2006).

4.8.3 TESTE DE ESCAVACAO

A escavacédo de tuneis pode ser utilizada como marcador da funcionalidade
geral e da capacidade de trabalho dos animais, e pode estar afetada quando o animal
apresenta problemas de mobilidade (ANDREWS; LEGG,; LISAK; ISSOP et al., 2012).
Para tanto foram utilizadas tocas feitas com tubos ocos de plastico (32 cm de
comprimento x 10 cm de diametro) selados em uma extremidade e abertos na outra.
A entrada aberta ficou elevada aproximadamente 6 cm acima do solo para evitar a
perda de maravalha/serragem quando a toca fosse colocada no chao da gaiola de
teste (Figura 6). O protocolo seguiu os procedimentos de Deacon (2006) com algumas
modificacdes. Para o teste os animais foram ambientados com a toca por 48h, que
ficou dentro de sua gaiola moradia. No dia do teste, os animais foram separados em
caixas moradias individuais, com uma fina camada de maravalha no solo (250 Q).
Dentro da caixa foi colocada a toca com a extremidade fechada contra a parede da
gaiola e preenchida com 35 gramas de maravalha. A 4gua e comida foram fornecidas
normalmente. O teste iniciou as 16 horas, sendo a capacidade de escavacao
observada a partir da mensuracédo do peso de serragem gue permaneceu no cilindro
apos 2 horas, terminado o primeiro periodo, 0 montante de substrato restante foi
colocado novamente no aparato e entdo realizada a pesagem ap6s 12 horas. Quando
finalizado o teste, se o animal estivesse dentro da toca, ele ndo foi puxado
manualmente para fora e sim suavemente, inclinado para o prato da balanca junto
com o material, para entao ser removido e levado para a gaiola de origem (DEACON,
2006).
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Figura 6: Teste de escavacao.

Legenda: A primeira imagem (A) apresenta o dispositivo para avaliacdo confeccionado em PVC
medindo 38 cm x @ 10 cm. J& na segunda imagem (B) podemos ver a disposi¢do do dispositivo na
caixa moradia. Fonte: Elaborada pelo autor, 2023.

4.8.4 TESTE DO NADO FORCADO

Neste teste, 0s animais sao expostos a uma situacado supostamente aversiva,
sendo colocados dentro de um tanque com agua sem condicfes de escapar, assim
eles apresentam um comportamento de imobilidade que pode ser associado a
desesperanca, que € um sintoma presente em humanos com depressao (PORSOLT;
ANTON; BLAVET; JALFRE, 1978).

Os animais foram submetidos a uma sessdo de nado forcado de 5 minutos.
Para a realizacdo do nado os animais foram colocados individualmente em um cilindro
O cilindro com agua apresenta didmetro de 28 cm, altura de 60 cm e o volume de
agua utilizado foi de aproximadamente 18 litros, mantendo uma coluna de 4gua de 30
cm, com temperatura de 25°C £ 1° de onde ndo conseguiam escapar e nem se apoiar
no fundo do cilindro. Foi avaliado o tempo em que o animal permanecia inerte. Esse
teste foi filmado com uma camera webcam (Logitec®) posicionada 50 cm acima do
recipiente com agua. As imagens foram gravadas e posteriormente avaliado o tempo
de imobilidade de cada animal, considerando a permanéncia do animal flutuando,

movimentos necessarios para manter a cabeca acima da agua foram considerados.
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4.8.5 MEMORIA DE RECONHECIMENTO DE OBJETOS

O teste de memoéria de reconhecimento de objeto € uma técnica
comportamental amplamente utilizada para avaliar a memoria de reconhecimento em
animais, como camundongos e ratos. Ele é baseado na tendéncia natural desses
animais de explorar objetos desconhecidos em seu ambiente (ENNACEUR;
DELACOUR, 1988). Na tarefa de avaliacdo da capacidade de reconhecimento de
objetos, 0os animais sdo colocados em uma caixa de madeira medindo 60x40x50 cm
onde em um primeiro momento sao habituados ao ambiente vazio podendo circular
livremente pela caixa e nas avaliacbes posteriores sao introduzidos objetos para
exploracdo por parte do animal. No dia das avaliacdes, os ratos foram colocados na
caixa com dois objetos idénticos para livre exploragéo durante 5 minutos (sessao de
treino). As sessdes de teste foram realizadas 2h apdés o treino para memoaria de curta
duracdo e 24h apés a sessao de teste 1, para memoéria de longa duracdo. Para cada
sessdo de teste um dos objetos da caixa era alterado. O tempo gasto explorando cada
objeto foi anotado e os resultados foram expressos em termos de indice de
discriminagdo, que € a diferenca entre o tempo de exploracdo do objeto novo e o
tempo de exploracdo do objeto familiar, dividido pelo tempo total de exploragéo.

4.8.6 AVALIACAO COMPORTAMENTAL DO SONO

Para a avaliacdo do sono optamos por uma analise comportamental, ao invés
de registros eletrofisiologicos como eletroencefalograma (EEG) e eletromiografia
(EMG). No ciclo claro os ratos tendem a dormir na postura de bola, com os olhos
fechados e em contato com um dos cantos da caixa (VAN BETTERAY; VOSSEN;
COENEN, 1991).

Seguindo este critério, 0s registros do sono dos animais foram realizados em
uma sala com luz (branca, 1.200 lumens) e temperatura controlada em 22 °C, isolada
de ruidos e de presenca humana. Os animais foram ambientados nesta sala por trés
dias consecutivos, durante 2 horas. Foram usadas caixas idénticas a do biotério,
medindo 49 x 34 x 45 cm (CxLxA), contendo apenas dois animais por caixa, separados

por uma divisoria de acrilico transparente, criando dois ambientes de 49 x 17 x 45 cm.
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A divisoria apresentava dois orificios de ~2 cm de diametro para facilitar a visualizagéo
e 0 contato entre os animais. As caixas continham um fundo com adesivo preto, que
foi recoberto com areia para gatos na cor preta, para propiciar maior contraste com os
animais e facilitar os registros.

Na gravacao foi utilizada uma Webcam Logitech C270, conectada a um
computador, com uma distancia de 50 cm acima da caixa. O tempo de gravacao foi
de 4 horas em dois blocos de 2 horas, sendo que o primeiro bloco contou como
ambientacdo. Apenas o segundo bloco de gravacbes foi usado para andlise,
considerando que 0s animais mantiveram um comportamento predominantemente
exploratorio no primeiro bloco. As analises das gravacfes foram feitas por um
avaliador que considerou que o animal estivesse dormindo quando o seu
comportamento de imobilidade era combinado com uma postura encolhida (bola) em
um dos cantos da caixa, colocando a cabeca junto e sob o corpo (Figura 7), sendo
contabilizado o tempo de laténcia para dormir, a frequéncia de despertar e a proporcao

de tempo em que o animal permaneceu dormindo.

Figura 7: Demonstracdo da analise comportamental do sono.

-

Legenda: A duas imagens mostram os animais em imobilidade, porém, na primeira imagem (A) o
animal estd numa postura encolhida (bola) e na segunda imagem (B) ele permanece com a cabeca
erguida, uma postura que constantemente era alternada com movimentos e ndo foi considerada
dormindo. * Imagem da postura de bola (VAN BETTERAY; VOSSEN; COENEN, 1991). Fonte: Marcos
Lisboa Neves, dados ainda n&o publicados.
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4.9 EUTANASIA DOS ANIMAIS

Para a eutanasia dos ratos foi utilizada associacao de anestésicos dissociativos
(cetamina) com agonistas de adrenorreceptores alfa-2 (xilazina) (BRASIL, 2018),
aplicando-se no minimo trés vezes uma dose anestésica da associacao dos farmacos.
Portanto, imediatamente ap0s os Ultimos testes comportamentais, os ratos foram
anestesiados com uma mistura de xilazina (30mg/kg) e cetamina (180mg/kg), por via
intraperitoneal. Quando o animal ndo respondia mais aos estimulos de pincamento
forte da prega digital e do rabo (ndo se movimentou de qualquer forma) e a respiracéo
cessou, foi realizada a eutanasia com guilhotina por profissional experiente. Para este
procedimento foram obedecidas as Diretrizes da Pratica de Eutanasia do CONCEA,
contidas na Resolugdo Normativa n°® 37 de 15 de fevereiro de 2018 que versa sobre
as diretrizes da pratica de eutanésia atribuidas pelo conselho (BRASIL, 2018).

4.10 RETIRADA DAS ESTRUTURAS

Um dia ap6s o término dos testes comportamentais, ap0s eutanasia dos
animais, o musculo gastrocnémio direito, o cortex pré-frontal e o hipocampo foram
retirados e acondicionados em nitrogénio liquido e posteriormente armazenados em

freezer -80°C até a realizagdo das andlises bioquimicas.

4.11 ANALISES BIOQUIMICAS

Para os testes bioquimicos, um terceiro pesquisador realizou previamente a
marcacao aleatéria das amostras, com o auxilio da ferramenta “funcéo aleatéria” do
software Microsoft Excel [= ALEATORIOENTRE (0; X)], de modo que os
pesquisadores que realizaram as dosagens desconheciam o grupo ao qual pertencia
cada amostra. Deste modo, acredita-se que foram eliminadas as possibilidades de

influéncia nos resultados, tanto comportamentais, quanto bioquimicos.

4.11.1 ANALISE DE ESTRESSE OXIDATIVO E RESPOSTA ANTIOXIDANTE
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Parte do material do musculo gastrocnémio foi utilizado para analise dos
conteudos de peroxidacdo lipidica avaliando o acido tiobarbitirico (TBARS),
superoxido dismutase (SOD) e glutationa peroxidase (GSH) (YAMADA; SALGUEIRO;
GOULART; MENDES et al., 2019). Nesta analise, os tecidos foram homogeneizados
em TrisHCI 50 mM, pH 7,4, (1/10, p/v). Posteriormente, as amostras foram
centrifugadas a 2400 rpm, 4°C, por 10 min e os sobrenadantes utilizados para os
ensaios bioquimicos. Para a andlise dos niveis de substancias reativas ao TBARS, os
sobrenadantes foram incubados com é&cido acético ou &cido fosférico 1% e &cido 2-
tiobarbioturico a 100°C por 1h. Apés esse tempo, foi adicionada uma solucédo de
dodecil sulfato de sodio (SDS) 8,1% e a absorbancia das amostras foi determinada
em 545nm (NIRMAL; KOPPIKAR; BHONDAVE; NARKHEDE et al., 2013). Para
andlise da SOD foi utilizado uma solugdo salina tamponada com fosfato (PBS)
(0,02M/4cido etilenodiamina tetraacético - EDTA 0,1mM, pH 7,4), N,N,N,N-
tetrametiletilienodiamina (TEMED) e adicionado 0,15% de quercetina dissolvida em
dimetil sulfoxido (DMSO) (DA ROSA; COELHO; DA SILVA; FERNANDES et al.,
2019). O tempo de leitura das amostras apés a adicao da quercetina foi em 0 (zero) e
20min, com a absorbancia medida em 405nm. Por fim, para andlise de GSH, as
amostras foram precipitadas com 10% de TCA (&cido tricloroacético) na proporcao de
1:4. A mistura foi centrifugada a 2000 rpm por dez minutos, e o sobrenadante foi
incubado com uma solucéo de 1M TFK e 5,5'-ditiobis-(acido 2-nitrobenzdico) (10 mM
DTNB). A absorbancia foi verificada em 412 nm, e os resultados foram expressos em
nanomoles de GSH por miligrama de tecido (ELLMAN, 1959).

4.11.2 QUANTIFICACAO DAS CONCENTRACOES DE FATORES DE
CRESCIMENTO E CITOCINAS

As concentracBes de fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF) e de
citocinas (TNF-a, IL-1B, IL-6 e IL-10) dos tecidos do hipocampo e cortex pré-frontal
foram quantificadas através da técnica Ensaio de Imunoabsor¢éo Enzimética (ELISA).
Os tecidos encefalicos foram homogeneizados num Ultra-Turrax Homogenizer (IKA™,
T18 basic, Wilmington, NC, USA)) com uma solucao salina tamponada com fosfato
(PBS) contendo Tween 20 (0,05%), fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF, 0,1 mM),
acido etilenodiaminotetracético (EDTA, 10 mM), aprotinina (2 ng/ml) e cloreto de

benzeténio (0,1 mM). Os homegenatos foram transferidos para microtubos de 1.5 ml
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e, posteriormente, centrifugados a 3000g (10 min, 4°C). O sobrenadante obtido foi
armazenado a -80 °C até a analise. As proteinas totais foram avaliadas conforme o
método de Bradford, e os niveis de citocinas inflamatérias foram verificados de acordo
com as recomendacdes dos fabricantes dos kits de ELISA para rato (R&D Systems,
Minneapolis, MN, EUA; ThermoFisher Scientific, Massachusetts, EUA). As leituras de
absorbancia das proteinas e citocinas foram realizadas em um leitor de placas ELISA
(Multileitora Infinite M200 TECAN) a 690 e 450 nm, respectivamente.

4.12 ANALISE ESTATISTICA

A anadlise estatistica dos dados obtidos por meio da avaliacdo
comportamental, de desempenho motor e através das andlises bioquimicas foram
realizadas por meio de andlise de variancia (ANOVA) de uma via seguida pelo teste
de Tukey. Foi utilizado Software GrafhPad (San Diego, CA, USA), sendo os dados
expressos como média + erro padrdo da média e o nivel de significancia em todos os

casos sera considerado p<0,05.

5 RESULTADOS

5.1 CARACTERIZACAO DOS MODELOS DE FIBROMIALGIA

No presente estudo, foram comparados modelos de inducdo de FM em
animais, abordando primeiramente o modelo com uso de reserpina na dose de 1
mg/kg e o modelo com administracdo de salina &cida intramuscular. Para padronizar
0s modelos experimentais no laboratorio, foram realizadas diversas analises, incluindo
avaliacdo da hiperalgesia, aspectos motores, tipo-depressivo e ansioso, memaria e
alteracdes bioquimicas no encéfalo.

Inicialmente esta pesquisa buscou caracterizar os modelos ja conhecidos e
amplamente utilizados na literatura verificando seus efeitos em ratos machos e
fémeas. Neste sentido, primeiramente avaliamos o limiar de hiperalgesia mecanica e
térmica ao frio nos animais, no entanto, ndo observamos diferenca estatisticas entre
0s animais do mesmo grupo nos diferentes tempos avaliados, assim como nao

observamos alteragdes relacionadas ao sexo dos animais (Figura 8).
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Investigamos a forca de preensdo plantar ou funcionalidade nos ratos e a
comparacao dos resultados de animais machos e fémeas. No grupo controle (veiculo),
tanto fémeas como machos, ndo apresentaram diferenca estatistica entre os pontos
avaliados. As fémeas que receberam reserpina apresentaram uma reducgéo
significativa da forca no momento D9 (p=0,0068) em relacdo ao basal. Quanto aos
machos, no grupo que recebeu reserpina, observamos uma reducao significativa da
forga no momento D5 (p=0,0207) e no momento D9 (p=0,0061). No grupo que recebeu
salina acida (duas aplicacdes), os machos também apresentaram uma reducdo
significativa da forca no momento D9 (p=0,0323) (Figura 9A-B).

Realizamos ainda a comparacdo entre os sexos em relagdo a nocicepcéao
espontanea utilizando a escala Grimace. No grupo que recebeu salina acida,
observamos que o0s machos apresentaram uma diferenca estatisticamente
significativa na avaliacdo da nocicepcao tanto no momento D5 (p=0,0004) quanto no
momento D9 (p=0,0067) (Figura 9D). Quanto ao grupo que recebeu Reserpina 1
mg/Kg, tanto os machos quanto as fémeas demonstraram um aumento no escore de
nocicepcao no momento D5 (p=0,0002 e p=0,0343, respectivamente). No momento
D9, os resultados também revelaram um aumento significativo na nocicepcéo
espontanea para ambos o0s sexos, com valores de p=0,0010 e p<0,0001,
respectivamente (Figura 9C), comparado aos valores basais do préprio grupo
experimental.

Concomitante as avaliacdes de nocicepcao e forca foi mensurado o peso
corporal dos animais ndo havendo diferenca estatisticamente significativa entre os

grupos experimentais (dados ndo demonstrados).
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Figura 8: Avaliacdo de hiperalgesia mecéanica e térmica de ratos submetidos aos
modelos de Reserpina e Salina acida, demonstracdo da resposta de machos e
fémeas.
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Legenda: Basal — avaliacé@o antes de iniciar as inje¢des do veiculo, reserpina ou salina. D5 — 24h apo6s
a administracdo da terceira dose de reserpina ou da segunda dose de salina acida. D9 — 5 dias apés o
protocolo de inducdo de fibromialgia por salina acida ou reserpina. A - B: Hiperalgesia mecanica
avaliada através dos filamentos de von Frey nos animais do grupo Reserpina (1 mg/Kg) e do grupo
Salina &cida (duas aplicag8es), respectivamente. C - D: Hiperalgesia térmica ao frio avaliada com uso
de acetona nos animais do grupo Reserpina (1 mg/Kg) e do grupo Salina &cida (duas aplicagdes),
respectivamente. As colunas representam os grupos experimentais, os circulos os animais do grupo e

as barras representam o EPM.
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Figura 9: Avaliacdo da forca e funcionalidade e de nocicep¢do espontanea de ratos
submetidos aos modelos de Reserpina e Salina acida, demonstracao da resposta de
machos e fémeas.
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Legenda: Basal — avaliagé@o antes de iniciar as inje¢des do veiculo, reserpina ou salina. D5 — 24h apos
a administracdo da terceira dose de reserpina ou da segunda dose de salina acida. D9 — 5 dias apés o
protocolo de indugéo de fibromialgia por salina 4cida ou reserpina. A - B: Preenséo plantar avaliada
com GripForce nos animais do grupo Reserpina (1 mg/Kg) e do grupo Salina acida (duas aplicagées),
respectivamente. C - D: Nocicepgdo espontanea avaliada através da escala Grimace nos animais do
grupo Reserpina (1 mg/Kg) e do grupo Salina &cida (duas aplicagbes), respectivamente. As colunas
representam os grupos experimentais, os circulos os animais do grupo e as barras representam o EPM.
*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 comparado ao Basal do grupo.

No sexto dia (D10) apOs a aplicagcdo da ultima injecdo de reserpina e a
aplicacdo da segunda injecdo de salina &cida, foi realizada a avaliacdo do
comportamento tipo-depressivo, onde observamos que as fémeas do grupo Reserpina
apresentaram uma diferenca estatisticamente significativa em comparacdo aos

valores do grupo controle (veiculo), com um valor de p<0,0001 (Figura 10A). No
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segundo dia (D6) apés a aplicacdo da ultima injecdo de reserpina e a aplicacédo da
segunda dose de salina acida, foram realizadas as avaliagbes de memoria de curta
duracéo e, 24 horas apés (D7), a anélise da memoria de longa duracdo. Em relacéo
a memoria de curta duracdo, observamos que os machos tratados com Reserpina
apresentaram uma diferenca significativa, com um valor de p=0,0054 (Figura 10C),
comparado aos animais do grupo controle (veiculo). Da mesma forma, os machos
tratados com salina &cida também mostraram uma diferenga significativa, com um
valor de p=0,0201 (Figura 10D).

Figura 10: Avaliacdo de aspectos tipo-depressivo e de alteracbes de memoria de ratos
submetidos aos modelos de Reserpina e Salina acida, demonstracao da resposta de
machos e fémeas.
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Legenda: A: Tempo de imobilidade avaliado no teste de nado forcado em animais que receberam
Reserpina 1 mg/Kg. B: Tempo de imobilidade avaliado no teste de nado forcado em ratos que

receberam Salina &cida (duas inje¢6es intramusculares). C: indice de discriminac&o de objetos avaliado
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no teste de meméria de reconhecimento de curta e longa duracdo em ratos que receberam Reserpina
1 mg/Kg. D: indice de discriminagdo de objetos avaliado no teste de memoria de reconhecimento de
curta e longa duracdo em animais que receberam Salina acida (duas inje¢8es intramusculares). As
colunas representam os grupos experimentais, os circulos os animais do grupo e as barras representam

o0 EPM. * p<0,05, **p<0,01, *** p<0,001 comparado aos animais do grupo controle (veiculo).

No primeiro dia apés a aplicacdo da ultima injecdo de reserpina e a aplicacao
da segunda injecdo de salina acida (D5) foi realizada a avaliacdo de aspectos
locomotores e ansiedade. entre machos e fémeas nos grupos que receberam
reserpina (dose de 1 mg/Kg) e salina acida (duas injecfes intramusculares). Nao foi
possivel observar nenhuma alteracdo significativa nessas caracteristicas
comportamentais dos grupos em relagdo ao controle (veiculo). Isso indica que, tanto
no comportamento tipo ansiogénico quanto para a mobilidade (observados no teste
do campo aberto), ndo houve diferencas estatisticamente significativas entre os
grupos experimentais (Figura 11).

O BDNF desempenha um importante papel no processamento de dados
nociceptivos. Desta forma, escolhemos as fémeas para verificar o montante de BDNF
observados no hipocampo e no cértex pré-frontal. Na figura 12 pode-se observar a
concentracdo do BDNF nas fémeas submetidas aos modelos de Reserpina (dose de
1 mg/Kg) e salina acida (duas injecdes intramusculares). Contudo, ndo foi possivel
identificar impacto mensuravel na expressao desse fator neurotrofico no hipocampo e
no cortex cerebral, comparado ao conteitdo de BDNF nos animais do grupo veiculo

(controle).
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Figura 11: Avaliacdo dos aspectos de ansiedade e mobilidade de ratos submetidos
aos modelos de Reserpina e Salina acida, demonstracdo da resposta de machos e
fémeas.
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Legenda: A: Tempo de permanéncia no centro do aparato avaliado durante o teste de campo aberto
em animais que receberam Reserpina 1 mg/Kg. B: Tempo de permanéncia no centro do aparato
avaliado durante o teste de campo aberto em animais que receberam Salina acida (duas injecdes

intramusculares). C: Frequéncia de cruzamentos realizados durante o teste de campo aberto em ratos
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que receberam Reserpina 1 mg/Kg. D: Frequéncia de cruzamentos realizados durante o teste de campo
aberto em ratos que receberam Salina acida (duas injecbes intramusculares). E: Frequéncia de
elevagdes realizadas durante o teste de campo aberto em animais que receberam Reserpina 1 mg/Kg.
F: Frequéncia de elevagbes realizadas durante o teste de campo aberto em animais que receberam
Salina acida (duas inje¢des intramusculares). As colunas representam 0s grupos experimentais, 0s

circulos os animais do grupo e as barras representam o EPM.

Figura 12: Dosagem da expresséo de fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF)
em fémeas submetidas aos modelos de Reserpina e Salina acida.
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Legenda: Concentracdo de BDNF no cértex (A) e no hipocampo (B) dos animais dos grupos controle
(veiculo), Reserpina (1 mg/Kg) e Salina acida (2 inje¢des), respectivamente. As colunas representam

0S grupos experimentais, os circulos os animais do grupo e as barras representam o EPM.

5.2 CARACTERIZACAO DO MODELOS DE FIBROMIALGIA INDUZIDO POR
INJECAO DE UMA SUBDOSE DE RESERPINA ASSOCIADO A SALINA ACIDA

Visto que a resposta dos animais foi distinta entre machos e fémeas, nesta
etapa foram incluidos ambos 0s sexos nos grupos experimentais. Portanto, os animais
machos e fémeas foram somados para formar um grupo experimental, que foi
constituido de metade de cada sexo. Desta forma, observou-se que a hiperalgesia
mecanica variou ao longo do tempo em dois modelos especificos. No grupo que
recebeu Reserpina na dose de 1 mg/Kg, foi constatada uma reducéo significativa do
limiar sensorial aos estimulos mecéanicos na primeira avaliacdo pos-intervencéo (D5)
em comparagdo aos niveis basais do proprio grupo experimental (p=0,045). Além
disso, esse mesmo padrdo de comportamento foi observado novamente 5 dias apés
a intervencao (D9) em comparacao ao D5 (p=0,037). No grupo que recebeu Reserpina

na dose de 0,1 mg/Kg s.c. associada a duas administracdes de salina acida, os
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animais apresentaram resposta nociva aos estimulos quando comparados a avaliacao
basal (p=0,038) no D9 (Figura 13A).

Ao analisar a hiperalgesia térmica ao frio nos mesmos grupos de intervencao,
foram observados resultados estatisticamente significativos no grupo Reserpina 1
mg/Kg. Na avaliacdo D9, em comparacdo com a avaliacdo basal, foi encontrado um
valor de p=0,0002, indicando uma diferenca altamente significativa. Além disso,
gquando comparados os resultados obtidos em D5, foi encontrada uma diferenca
estatisticamente significativa com um valor de p=0,0161 (Figura 13B).

Ao analisar a nocicepcdo espontanea nos diferentes grupos de intervencéao,
foram observados nos grupos Reserpina na dose 1mg/Kg e Reserpina 0,1 mg/Kg
associado a administragdo de duas doses de salina acida uma diferenca altamente
significativa (p<0,0001) nas avalia¢des realizadas nos dias D5 e D9, indicando que
houve uma resposta nociva aos estimulos mecanicos nestes grupos, tanto
imediatamente apos a intervencdo quanto 5 dias depois. Tal resposta nociva pode ser
observada no grupo que recebeu Reserpina 0,1 mg/Kg associado a salina acida em
uma administracdo, foram encontradas diferencas estatisticamente significativas tanto
no D5 (p=0,0096) quanto no D9 (p=0,0032).

Nos demais grupos observados houve diferenca estatisticamente significativa
em D9 quando comparado ao basal. Os animais que receberam uma dose de salina
acida como intervencao apresentaram p=0,0022. No grupo que recebeu salina acida
em duas administracbes, foi observado p=0,0029. Nos grupos que receberam
Reserpina na dose de 0,1 mg/Kg, foi encontrada uma diferenca estatisticamente
significativa (p=0,046) na avaliacao do dia D9, indicando que os animais de ambos os
grupos também demonstraram uma resposta nociva aos estimulos mecanicos no

periodo avaliado (Figura 13C).
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Figura 13: Avaliacdo de hiperalgesia e nocicepc¢ao espontanea em animais de grupos
experimentais que receberam Reserpina e Salina acida em diferentes doses,
isoladamente ou somados.
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Legenda: Basal — avaliagao antes de iniciar as inje¢des do veiculo, reserpina ou salina. D5 — 24h apds
a administracéo da terceira dose de reserpina ou da segunda dose de salina acida. D9 — 5 dias ap6s o
protocolo de inducdo de fibromialgia por salina acida ou reserpina. A: Hiperalgesia mecanica avaliada
pelo método de von Frey. B: Hiperalgesia térmica ao frio avaliada com uso de acetona. C: Avaliagdo

da nocicepcédo esponténea através da escala Grimace para ratos. As colunas representam 0s grupos
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experimentais, os circulos os animais do grupo e as barras representam o EPM. * p<0,05, **p<0,01, ***

p<0,001 comparado ao basal do grupo. # p<0,05 comparado ao D5.

Foi analisada a for¢ca de preenséo plantar em ratos, onde o grupo que recebeu
Reserpina na dose de 1mg/Kg apresentou uma diferenca estatisticamente significativa
na forca de preensdo plantar, com um valor de p=0,0160 no D5. Isso indica que a
reserpina, nessa dose, teve um efeito significativo nesse parametro. No D9, a
diferenca também foi estatisticamente significativa, com um valor de p=0,0141. No
grupo que recebeu salina acida em 2 doses, foi verificado que no D9 houve uma
diferenca estatisticamente significativa na forca de preensdo plantar (p=0,0301)
sugerindo que a administracdo da salina acida teve um impacto nesse parametro
especifico. J& no grupo que recebeu a combinacdo de Reserpina em dose de 0,1
mg/Kg e salina acida em 2 doses, foi observado que no D5 houve uma diferenca
altamente significativa na forca de preensao plantar (p=0,00008), indicando que a
combinacdo dessas substancias teve um efeito extremamente relevante nesse
parametro. No D9, a diferenca também foi estatisticamente significativa, com um valor
de p=0,0411. Esses resultados evidenciam que os diferentes grupos de tratamento
tiveram impacto na forca de preensao plantar dos ratos em momentos especificos. A
reserpina, a salina acida e a combinacdo dessas substancias mostraram-se
estatisticamente significativas na alteracdo desse parametro, os demais grupos
avaliados ndo apresentaram diferenca significamente estatistica, como apresentado

na Figura 14.

Figura 14: Avaliagéo da for¢ca de preensédo plantar e funcionalidade em animais de
grupos experimentais que receberam Reserpina e Salina acida em diferentes doses,
isoladamente ou somados.
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Legenda: Basal — avaliacdo antes de iniciar as inje¢des do veiculo, reserpina ou salina. D5 — 24h ap0s
a administracéo da terceira dose de reserpina ou da segunda dose de salina acida. D9 — 5 dias ap6s o
protocolo de inducdo de fibromialgia por salina acida ou reserpina. Forca de preensédo plantar dos
animais apresentando os resultados obtidos no teste de Grip Force. As colunas representam 0s grupos
experimentais, os circulos os animais do grupo e as barras representam o EPM. * p<0,05, **p<0,01, ***
p<0,001 comparado ao basal do grupo. # p<0,05 comparado ao D5.

No D10, ao analisarmos 0 comportamento tipo-depressivo observamos que 0s
animais tratados com reserpina apresentaram um comportamento compativel com
sintomas depressivos, com diferenca estatisticamente significativa em relagédo ao
grupo controle (Figura 15A). Os valores obtidos através do teste de nado for¢ado,
demonstram que os animais do grupo Reserpina 1 mg/Kg apresentaram tempo de
imobilidade significativamente superior ao grupo controle (p=0,0044). O indice de
discriminagéo de objetos apresentou diferenca significativa no grupo Reserpina 0,1
mg/Kg + Salina acida 2x (p=0,0233) quando analisada a memdéria de curta duragédo
(Figura 15B), sem diferenca significativamente estatistica entre os grupos quando
analisada a memoria de longa duracéo.

Quando observamos as variaveis obtidas nos testes realizados no aparato de
campo aberto, foi possivel observar diferenca significativamente estatistica na
comparacao dos animais dos grupos Salina acida 2x (p=0,0275), Reserpina 0,1 mg/
Kg (p=0,0438), Reserpina 0,1 mg/Kg + Salina acida 1x (p=0,0284) ou 2x (0,0104)
observando o tempo que permaneceram no centro do aparato quando comparados
ao grupo controle (veiculo) (Figura 16A). Na comparacao entre o numero de elevacdes
e cruzamentos realizadas durante o teste, ndo foram encontradas diferencas

significativas entre os grupos.
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Figura 15: Avaliacdo de aspectos tipo-depressivo e de alteracfes de memaria de ratos
submetidos aos diferentes modelos de fibromialgia induzidos por Reserpina e Salina

acida.
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Legenda: A: Tempo de imobilidade avaliado no teste de nado forcado em ratos que submetidos aos

modelos experimentais de fibromialgia. B: indice de discriminacdo de objetos avaliado no teste de

memoéria de reconhecimento de longa duracdo em ratos que submetidos aos modelos experimentais

de fibromialgia. C: indice de discriminac&o de objetos avaliado no teste de meméria de reconhecimento

de curta duracdo em ratos que submetidos aos modelos experimentais de fibromialgia. As colunas
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representam os grupos experimentais, os circulos os animais do grupo e as barras representam o EPM.

* p<0,05, **p<0,01, comparado aos animais do grupo controle (veiculo).

Figura 16: Avaliacdo dos aspectos de ansiedade e mobilidade de ratos submetidos
aos diferentes modelos de fibromialgia induzidos por Reserpina e Salina acida.
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Legenda: A: Tempo de permanéncia no centro do aparato avaliado durante o teste de campo aberto

em ratos submetidos aos modelos experimentais de fibromialgia. B: Frequéncia de cruzamentos
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realizados durante o teste de campo aberto em ratos submetidos aos modelos experimentais de
fibromialgia. C: Frequéncia de elevagdes realizadas durante o teste de campo aberto em ratos
submetidos aos modelos experimentais de fibromialgia. As colunas representam 0S grupos
experimentais, os circulos os animais do grupo e as barras representam o EPM. * p<0,05, **p<0,01,

comparado aos animais do grupo controle (veiculo).

Na avaliagdo comportamental realizada no aparato de campo aberto e, atraves
da andlise dos videos com o uso do software Any-Maze, observou-se que 0 grupo
tratado com reserpina na dose de 1 mg/Kg apresentou uma reducao significativa na
distancia percorrida em um intervalo de cinco minutos quando comparado ao grupo
controle (p=0,0204). Da mesma forma, o grupo tratado com reserpina na dose de 0,1
mg/Kg + salina acida 2x também demonstrou uma diminui¢do significativa nesse
parametro (p=0,0012) (Figura 17C). Essa reducéo na distancia percorrida reflete a
diminuicdo da velocidade exercida pelos animais desses grupos, sendo que 0 grupo
reserpina 1 mg apresentou diferenca significativa (p=0,0213), assim como 0 grupo
reserpina 0,1 mg/Kg + salina acida 2x (p=0,0002) (Figura 17D). Essas alteracbes no
desempenho motor também foram evidenciadas pelos resultados dos cruzamentos
realizados durante o teste, nos quais 0s animais do grupo reserpina 1 mg
apresentaram diferenca significativa (p=0,0013) em relagdo ao grupo controle, assim
como os animais do grupo reserpina 0,1 mg/Kg + salina &cida 2x (p=0,0004) (Figura
17E). Esses achados indicam que ambos os grupos tratados com reserpina
apresentaram um desempenho motor e funcionalidade inferiores aos demais grupos.

O Any-Maze foi utilizado para avaliar o desempenho locomotor dos animais
tratados com reserpina e/ou salina, em comparagdo com o grupo controle. Com base
nos dados coletados pelo sistema, 0 software gerou mapas de calor que indicam as
areas mais frequentemente percorridas pelos animais ao longo do teste. A geracéo
dos mapas de calor permitiu uma representacado visual da movimentacéo dos animais
durante o teste, fornecendo informacdes adicionais sobre o0 comportamento locomotor

e auxiliando na interpretacao dos resultados obtidos (Figura 18).
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Figura 17: Avaliacdo dos aspectos de ansiedade e mobilidade de ratos submetidos
aos diferentes modelos de fibromialgia induzidos por Reserpina e Salina acida
utilizando o Any-maze.
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Legenda: A: Tempo de permanéncia no centro do aparato avaliado durante o teste de campo aberto
em ratos submetidos aos modelos experimentais de fibromialgia. B: Tempo de permanéncia nas
periferias do aparato avaliado durante o teste de campo aberto em ratos em ratos submetidos aos

modelos experimentais de fibromialgia. C: Distancia total percorrida pelos animais durante o teste de
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campo aberto em ratos submetidos aos modelos experimentais de fibromialgia. D: Velocidade média
exercida pelos animais durante o teste de campo aberto em ratos submetidos aos modelos
experimentais de fibromialgia. E: Frequéncia de cruzamentos realizados durante o teste de campo
aberto em ratos submetidos aos modelos experimentais de fibromialgia. As colunas representam os
grupos experimentais, os circulos os animais do grupo e as barras representam o EPM. * p<0,05,

**p<0,01, *** p<0,001, comparado aos animais do grupo controle (veiculo).

Figura 18: Ocupacdo do aparato de campo aberto pelos animais submetidos aos
modelos experimentais de fibromialgia.
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Legenda: Mapas de calor gerados a partir dos dados obtidos na andlise realizada no software Any-
Maze. As dereas em azul representam locais pouco explorados pelos animais e as areas em vermelho
representam locais onde os animais permanceram por um periodo maior. A figura representa os grupos
controle (veiculo) (A), Reserpina 1 mg/Kg (B), Reserpina 0,1 mg/Kg + salina 4cida 2x (C) e salina acida
2x (D). A escala visual anal6gica representa o periodo de tempo aproximado que 0s animais

permancerem nas areas.
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No quarto dia ap0s a ultima injecéo de reserpina e a segunda injecao de salina
(D8) foi verificada a capacidade de escavacdo dos animais. Tanto na avaliacdo de
duas horas quanto na avaliacdo noturna de doze horas 0s animais nao apresentaram

diferenca estatisticamente significativa entre os grupos (Figura 19).

Figura 19: Capacidade de escavacdo dos animais submetidos aos modelos de
inducéo de fibromialgia.
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Legenda: A figura representa os dados referente ao quantitativo de substrato que permanceu no
aparato ap6s o término do periodo de analise de 2h (A) e 12h (B). As colunas representam 0s grupos

experimentais, os circulos os animais do grupo e as barras representam o EPM.

Os disturbios do sono séo frequentemente observados em pacientes com FM.
Neste contexto, analisamos 0 comportamento do sono nos animais e néo
encontramos diferenga significativa entre os grupos na laténcia do sono e na
proporcdo de tempo em que 0s animais permaneceram dormindo. No entanto,
observamos uma maior frequéncia de despertares nos animais tratados com reserpina
0,1 mg/Kg e salina 4cida 2x em comparacao ao grupo controle (p=0,0039) (Figura 20).
Esses resultados sugerem que essa combinacéo de tratamentos pode ter um impacto
negativo na continuidade do sono, sem afetar a laténcia ou a quantidade total de

tempo dormindo.
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Figura 20: Andlise de distirbios do sono em animais submetidos aos modelos de
inducéo de fibromialgia.
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Legenda: A figura apresenta a analise comportamental do sono dos animais submetidos aos modelos

Frequéncia de despertar (n)

experimentais de fibromialgia. Sdo apresentados os dados referentes ao tempo que o animal demorou
para adotar a postura de bola (A), porpor¢cdo de tempo que permaneceu na postura (B) e quantidade
de vezes que o0 animal saiu da postura ao longo do periodo de observacgéo (C). As colunas representam
0S grupos experimentais, os circulos os animais do grupo e as barras representam o EPM. ** p<0,01,
comparado aos animais do grupo controle (veiculo).

ApoOs a retirada das estruturas do cortex e hipocampo nos animais, foram
realizadas andlises das concentragfes de citocinas inflamatorias a nivel cerebral.
Observou-se que no grupo que recebeu Reserpina 1 mg/Kg, houve diferencas
significativas em relagéo ao grupo controle nas concentracgdes de IL-1 (p=0,0004), IL-
6 (p=0,0434), IL-10 (p=0,0255) e TNF (p=0,0024) na regido do cortex (Figura 21).
Esses resultados indicam um aumento na resposta inflamatoria nessas citocinas no

cortex do grupo tratado com reserpina em comparagao ao grupo controle e aos demais
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modelos propostos. No entanto, ndo foram encontradas diferencas significativas entre

0S grupos nas analises das concentracdes de citocinas no hipocampo (Figura 22).

Figura 21: Concentragéo de citocinas inflamatoérias no cortex de ratos submetidos
aos modelos de Reserpina e Salina acida.
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Legenda: Concentragéo de interleucina 1 (A), TNF (B), interleucina 6 (C) e interleucina 10 (D) no cortex
dos animais do grupo controle (veiculo), Reserpina (1 mg/Kg), Reserpina (0,1 mg/Kg), Salina 4cida (2
injecdes) e Reserpina + Salina acida (0,1 mg/Kg + 2 inje¢bes), respectivamente. As colunas
representam os grupos experimentais, 0s circulos os animais do grupo e as barras representam o EPM.

* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001 comparados aos animais do grupo controle (veiculo).
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Figura 22: Concentragéo de citocinas inflamatdrias no hipocampo de ratos
submetidos aos modelos de Reserpina e Salina acida.
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Legenda: Concentracéo de interleucina 1 (A), TNF (B), interleucina 6 (C) e interleucina 10 (D) no
hipocampo dos animais do grupo controle (veiculo), Reserpina (1 mg/Kg), Reserpina (0,1 mg/Kg),
Salina &cida (2 injecdes) e Reserpina + Salina 4cida (0,1 mg/Kg + 2 injegbes), respectivamente. As
colunas representam os grupos experimentais, os circulos os animais do grupo e as barras representam
o EPM.

Na andlise dos tecidos obtidos ap6s a remocéo do gastrocnémio direito dos
animais, avaliamos os niveis de glutationa reduzida (GSH), superéxido dismutase
(SOD) e substancias reativas ao acido tiobarbittrico (TBARS) nos diferentes grupos
experimentais. Observamos que 0s grupos que receberam Reserpina 1 mg/Kg
(p=0,007), Reserpina 0,1 mg/Kg + salina acida 2x (p=0,0225) e salina &acida
(p=0,0149) apresentaram uma reducao significativa nos niveis de GSH na estrutura
do gastrocnémio em comparacdo ao grupo controle (Figura 23B). Em relacdo as
medidas de SOD e TBARS, n&o foram encontradas diferengas significativas entre os

grupos.
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Figura 23: Dosagem dos niveis de estresse oxidativo e substancias antioxidantes em
animais submetidos a modelos de Reserpina e Salina acida.
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Legenda: Concentracdo de TBARS (A), GSHF (B) e SOD (C) no musculo gastrocnémio dos aimais do
grupo controle (veiculo), Reserpina (1 mg/Kg), Reserpina (0,1 mg/Kg), Salina acida (2 injecdes) e
Reserpina + Salina 4cida (0,1 mg/Kg + 2 injecdes), respectivamente. As colunas representam os grupos
experimentais, os circulos os animais do grupo e as barras representam o EPM. * p<0,05; *** p<0,001

comparados aos animais do grupo controle (veiculo).

6 DISCUSSAO

Na primeira etapa deste estudo, investigamos os efeitos de modelos
experimentais de FM induzida por reserpina e por salina acida em ratos machos e
fémeas sob a hiperalgesia mecanica e térmica, nocicepcao espontanea, forca e
funcionalidade, locomocao, aspecto tipo-depressivo e tipo-ansioso, memoria e
concentracdo de BDNF. Nossos resultados demonstram que ambos os modelos foram
capazes de promover alteracdes nas variaveis observadas. Foi identificado aumento
da nocicepcéao e reducao da forca nos animais machos e fémeas do modelo reserpina
e apenas em fémeas do modelo salina acida. Com relacdo ao comportamento tipo-
depressivo, apenas fémeas apresentaram comportamento de desesperanca e,
guando analisada a memdria, os animais machos de ambos 0s grupos apresentaram
alteracBes na memoria de curta duracao.

Estd bem estabelecido da literatura que o modelo de reserpina € capaz de
mimetizar a FM (NAGAKURA; OE; AOKI; MATSUOKA, 2009; OE; TSUKAMOTO;
NAGAKURA, 2010; TAMANO; ISHIDA; ASAKI; HASEGAWA et al., 2016). Nosso
estudo parece ser consistente com outras pesquisas que observaram alteracdes na
nocicepcao. Estudos anteriores foram capazes de demonstrar que animais tratados
com reserpina demonstraram aumento da nocicepcdo espontanea através da
avaliacado da expresséo facial (NAGAKURA; MIWA; YOSHIDA; MIURA et al., 2019;
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TANEI; MIWA; YOSHIDA; MIURA et al.,, 2020). Outro achado consistente esta
relacionado aos efeitos da reserpina sob a forca muscular dos animais. Quando
submetidos ao modelo de FM em questéo, os animais apresentaram reducéo da forca
muscular no teste de preensdo (BRUM, E. D. S.; FIALHO, M. F. P.; FISCHER, S. P.
M.; HARTMANN, D. D. et al., 2020; BRUSCO; JUSTINO; SILVA; SCUSSEL et al.,
2021; DAGNINO; DA SILVA; CHAGASTELLES; PEREIRA et al., 2019; FISCHER,;
BRUSCO; BRUM,; FIALHO et al., 2020).

Dentre os achados quanto ao comportamento do tipo-depressivo, 0 presente
estudo corrobora com pesquisas em ratos realizadas anteriormente, assim como em
nosso estudo, os animais tratados com reserpina tendem a aumentar o tempo de
imobilidade e reduzir o tempo de natacédo durante o teste de nado forcado (ARORA;
CHOPRA, 2013; ARORA; KUHAD; TIWARI; CHOPRA, 2011; BRUM, E.; FIALHO, M.;
FISCHER, S.; HARTMANN, D. et al., 2020; BRUSCO; JUSTINO; SILVA; FISCHER et
al., 2019; DAGNINO; DA SILVA; CHAGASTELLES; PEREIRA et al., 2019;
NAGAKURA; OE; AOKI; MATSUOKA, 2009; OLIVEIRA; MARCONDES SARI;
ZBOROWSKI; PRADO et al., 2016).

Surpreende discrepancia no resultado entre machos e fémeas, onde a literatura
ainda ndo apresenta uma provavel causa para esta resposta apenas em fémeas para
o modelo de fibromialgia usando reserpina. Estudos que investigaram o
comportamento do tipo depressivo em animais de ambos o0s sexos foram capazes de
demonstrar que ha uma regulacdo dependente de testosterona na expressado de
quinase regulada por sinal extracelular (ERK2) no hipocampo, este mecanismo
permite que animais machos respondam melhor ao estresse e apresentem menores
niveis de comportamento tipo depressivo em testes comportamentais (CARRIER,
2012).

Outro mecanismo sexualmente dimérfico estd relacionado a resposta ao
estresse a partir de um mediador primario de resposta ao estresse, o fator de liberacéo
de corticotrofina (CRF), estudo demonstraram que o receptor de CRF (CRFr) é
sinalizado de maneira diferente, potencializando a resposta ao estresse e diminuindo
a capacidade de adaptacdo em fémeas, tornando-as mais suscetiveis a transtornos
do tipo depressivo (BANGASSER; CURTIS; REYES; BETHEA et al., 2010; XIA,
WANG; ZHANG; LIU et al., 2023).

De acordo com os presentes resultados apresentados em relacao a reducéo

da memodria dos machos tratados com reserpina, um estudo anterior realizado por
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Blasco-Serra et al. (2020) sugere déficits cognitivos e comprometimento da
consolidacdo da memodria apdés administracdo de reserpina capaz de explicar tal
alteracao (BLASCO-SERRA; ALFOSEA-CUADRADO; CERVERA-FERRI;
GONZALEZ-SOLER et al., 2020). A diferenca de resultados entre os sexos ainda néo
foi bem esclarecida e parece ndo ser um fator que interfira no uso deste modelo
(HERNANDEZ-LEON; DE LA LUZ-CUELLAR; GRANADOS-SOTO; GONZALEZ-
TRUJANO et al., 2018).

Ao contrdrio das expectativas, este estudo ndo foi capaz de encontrar
diferencas significativa com relacdo a hiperalgesia quando observados os resultados
de machos e fémeas isoladamente. Nossos resultados ndo demonstraram alteracao
no limiar de retirada da pata e hiperalgesia térmica ao frio nesses animais. Esses
sintomas s&o amplamente abordados na literatura onde animais tratados com
reserpina apresentaram reducdo no limiar de resposta tatil e hipersensibilidade
térmica ao frio e foram observados aqui apenas quando os animais dos dois sexos
ficaram no mesmo grupo experimental (BRUM, E. D. S.; FIALHO, M. F. P.; FISCHER,
S. P. M.; HARTMANN, D. D. et al., 2020; BRUSCO; JUSTINO; SILVA; FISCHER et
al., 2019; BRUSCO; DOREIAN; STEINLEY, 2021; HERNANDEZ-LEON; DE LA LUZ-
CUELLAR; GRANADOS-SOTO; GONZALEZ-TRUJANO et al., 2018; HERNANDEZ-
LEON; FERNANDEZ-GUASTI; MARTINEZ; PELLICER et al., 2019; NAGAKURA;
MIWA; YOSHIDA; MIURA et al., 2019; NAGAKURA,; OE; AOKI; MATSUOKA, 2009;
NAGAKURA; TAKAHASHI; NOTO; SEKIZAWA et al., 2012).

Nesta fase do protocolo, a inducdo de FM por salina acida foi capaz de gerar
alteracbes apenas em machos. Estes ratos apresentaram aumento na nocicepgao
espontanea e alteracbes de memoria de curta duracdo, resultados até entdo nao
expressos na literatura. Os animais tratados com salina acida apresentaram reducao
de forca muscular. No entanto, Tillu, Gebhart, & Sluka, 2008, usando o teste de
preensdo, ndo demonstraram reducédo na forca muscular de ratos 24 horas apos a
segunda injecdo de salina acida (TILLU; GEBHART; SLUKA, 2008).

Na segunda etapa deste estudo, investigamos os efeitos de um modelo
experimental de FM utilizando uma subdose de reserpina associado a injecdo de
salina acida no musculo gastrocnémio de animais, comparando-o aos demais
modelos. Foram investigadas as respostas de ratos machos e fémeas aos estimulos
nociceptivos, a hiperalgesia mecanica e térmica, forga e funcionalidade, locomogéo,

mobilidade, aspecto tipo-depressivo e tipo-ansioso, memoria, distlrbios do sono,



78

concentracdo de citocinas, estresse oxidativo e resposta antioxidante. Nossos
resultados reforcaram o modelo de reserpina (dose de 1 mg/Kg) como o mais
completo dentre os modelos avaliados neste estudo, quando observados os sintomas
apresentados em humanos.

Nesta fase, os animais tratados com reserpina desenvolveram alteracdes
positivas no limiar de retirada da pata, na alodinia térmica ao frio, na nocicep¢ao
espontanea, na forgca muscular e aspecto tipo-depressivo, como vem sendo
observado em estudos anteriores (BRUM, E. D. S.; FIALHO, M. F. P.; FISCHER, S.
P. M.; HARTMANN, D. D. et al., 2020; BRUSCO; JUSTINO; SILVA; FISCHER et al.,
2019; BRUSCO; DOREIAN; STEINLEY, 2021; HERNANDEZ-LEON; DE LA LUZ-
CUELLAR; GRANADOS-SOTO; GONZALEZ-TRUJANO et al., 2018; HERNANDEZ-
LEON; FERNANDEZ-GUASTI; MARTINEZ; PELLICER et al.,, 2019; NAGAKURA,;
MIWA; YOSHIDA; MIURA et al., 2019; NAGAKURA; OE; AOKI; MATSUOKA, 2009;
NAGAKURA; TAKAHASHI; NOTO; SEKIZAWA et al., 2012).

Quando observados os aspectos antioxidantes e o estresse oxidativo,
encontramos reducao dos niveis de GSH no musculo dos animais, achado similar foi
encontrado por Kaur et. al, (2019) quando observou os efeitos da reserpina no
musculo gastrocnémio de camundongos. Tal comportamento nao foi acompanhado
do aumento dos niveis de TBARS e reducédo da expressado de SOD, como observado
no estudo supracitado (KAUR; SINGH; SINGH; BHATTI et al., 2019). O aumento nos
niveis de citocinas corroboram com os achados de Arora & Chopra (2013) que
identificaram aumento dos niveis de IL1B e TNF-a em tecidos cerebrais (ARORA,;
CHOPRA, 2013).

Foi hipotetizado em nosso estudo que o modelo de fibromialgia com uma
subdose de reserpina associado a injecdo de salina acida em duas doses seria capaz
de mimetizar o comportamento “top down” e “botton up” proposto na fisiopatologia da
fibromialgia. Como podemos observar através dos resultados encontrados, o modelo
proposto é capaz de desenvolver alguns dos sintomas cardinais da fibromialgia, sendo
capaz de potencializar os sintomas apresentados pelo tratamento isolado com salina
acida em duas doses, porém ainda inferior aos encontrados no modelo utilizando

reserpina em dose de 1 mg/Kg.

7 CONCLUSAO
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A FM é um desafio clinico significativo, e a pesquisa continua é necessaria para
melhorar nosso conhecimento sobre a doenca, aprimorar a deteccdo precoce,
desenvolver tratamentos mais eficazes e melhorar a qualidade de vida dos pacientes.
O entendimento dos mecanismos moleculares e dos efeitos dos diferentes modelos
experimentais € um passo importante nesse processo e pode fornecer insights
valiosos para a busca de solucdes terapéuticas mais eficazes para a fibromialgia.

Os resultados do presente estudo fornecem evidéncias importantes sobre os
efeitos do modelo experimental de reserpina em ratos, confirmando sinais e sintomas
encontrados nos animais que mimetizam a doenca em humanos (Tabela 1). Os
animais tratados com reserpina apresentaram hiperalgesia mecanica e térmica,
nocicepcao espontanea, reducao da forca e funcionalidade, reducéo da capacidade
locomotora, além de aspecto tipo-depressivo. Ademais, 0s animais com reserpina
apresentaram aumento de citocinas inflamatorias no cértex pré-frontal e reducéo da
atividade antioxidante no muasculo. Desta forma, o modelo de reserpina apresentou
caracteristicas semelhantes a FM e, se mostrou mais aplicavel para a mimetizacao do

problema, comparado ao modelo de salina 4cida intramuscular.

Tabela 1: Resumo da caracterizacdo dos modelos de inducdo de fibromialgia
estudado na presente pesquisa.

Reserpina Reserpina
0,1 mg/Kg 0,1 mg/Kg
+ SA 1x + SA 2x

Reserpina Salina Salina Reserpina

Desfecho Controle 1mg/Kg  é&cida1x é&cida2x 0,1 mg/Kg

. Hiperalgesia mecénica

. Hiperalgesia térmica

. Nocicepcéo espontanea

. Forga/funcionalidade

. Locomocéao

. Mobilidade prejudicada

. Aspecto tipo-depressivo

. Aspecto tipo-ansioso

. Memodria de curta duragdo
10. Memoria de longa duragéo
11. Alterag&o do sono

12. Aumento da concentracéo de citocinas:
a—IL1B

b - TNF-a

c-IL-6

d-IL-10

13. Aumento de TBARS

14. Diminui¢cdo de GSH

15. Diminui¢cdo da SOD

OCO~NOUITA WNPF

Animais nao
avaliados

Legenda: Representacéo visual dos desfechos obtidos através da avaliagdo dos animais nos modelos
de inducéo de fibromialgia. Os locais em destaque representam os achados significativos comparados

aos animais controle. Os locais em branco representam animais ndo avaliados. SA — Salina acida.
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De forma importante, mostramos no presente estudo que o efeito da reserpina,
assim como da salina acida, séo distintos em animais machos e fémeas (Tabela 2).
As fémeas que receberam salina acida ndo desenvolveram nocicepg¢do e diminuicédo
de forga, o que foi observado nos animais machos. Ainda, as fémeas que receberam
reserpina apresentaram comportamento de desesperanca, relacionado a depressao,
0 que nao foi observado nos demais grupos experimentais. Ademais, apenas ratos
machos, que receberam salina acida e reserpina, apresentaram alteracdo de memoria
de curta duracdo. Para compreender melhor como essas diferengcas ocorrem, sé&o
necessarios mais estudos, especialmente trabalhos com avaliacbes em nivel
molecular e neuroquimico para identificacdo dos mecanismos que diferem o

comportamento de machos e fémeas.

Tabela 2: Resumo da caracterizacdo dos modelos de fibromialgia induzida por
Reserpina e Salina acida estudados na presente pesquisa.

Reserpina Reserpina Salina &cida Salina &cida

Desfecho 1mg/Kg fémeas  1mg/Kg machos  (pH 4.0) fémeas  (pH 4.0) machos

. Hiperalgesia mecéanica

. Hiperalgesia térmica

. Nocicepcéo espontanea

. Forga/funcionalidade

. Locomocéao

. Aspecto tipo-depressivo

. Aspecto tipo-ansioso

. Memo¢ria de curta duragao
. Memo¢ria de longa duragéo
0. Concentracéo de BDNF

P OoOO~NOOIT,WNE

Legenda: Representacéo visual dos desfechos obtidos através da avaliacdo dos animais machos e
fémeas nos modelos de fibromialgia induzida por Reserpina e Salina acida. Os locais em destaque

representam os achados significativos comparados aos animais controle.

Neste estudo, ndés demonstramos alguns resultados positivos na
caracterizacdo de um modelo de FM induzido por injecdo de uma subdose de
reserpina associado a salina 4cida, como um aumento na frequéncia de despertares
(alterag&o no sono). Contudo, essas respostas néo foram significativamente diferentes
das encontradas nos modelos de reserpina (1 mg/kg) ou de salina acida (duas
injecdes), classicos modelos de FM. Apesar de estimular mecanismos top-down e
botton-up, o grupo experimental proposto apresentou resultados pouco significativos,
principalmente quando comparado ao modelo de FM induzido por reserpina em uma

dose ja estabelecida na literatura.
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Portanto, acredita-se que a complexidade da doenca requer abordagens
abrangentes e estudos adicionais para traduzir esses achados em intervencdes
terapéuticas eficazes e personalizadas para pacientes com fibromialgia. Além disso,
é fundamental investigar outros aspectos relacionados a FM, como fatores genéticos,
influéncias ambientais, estresse psicossocial e fatores hormonais, que desempenham
papéis importantes na manifestacao e progressédo da doenca. A compreensao mais
completa dos mecanismos subjacentes & FM € fundamental para avangar no

diagndstico e tratamento dessa condi¢do desafiadora.

8 PERSPECTIVAS

Ao término do processo de avaliagdo da Tese, pretendemos publicar os dados
advindos deste estudo em uma revista cientifica da area, com um bom fator de
impacto e rigorosa politica editorial.

Embora tenhamos acompanhado as evidéncias para o uso e aplicabilidade da
reserpina no contundente modelo de indugéao de fibromialgia em animais com doses
de 1 mg/Kg, demonstrando sua segurancga para mimetizar os principais sintomas da
doenca, acreditamos que novos estudos devem ser conduzidos para elucidar ainda
mais a relacdo dos mecanismos de acdo da substancia com os achados clinicos da
patologia.

Neste sentido, pretendemos desenvolver uma investigacdo com pacientes
portadores de FM comparando sinais clinicos como dor, limitacbes de forca e
funcionalidade, disturbios do sono e alimentares a estudos pré-clinicos desenvolvidos
com modelos experimentais. Além disso, pretendemos através do uso de diferentes
doses de reserpina associada a salina &cida, buscar um modelo de fibromialgia capaz
de gerar mudangas sensoriais através dos mecanismos “botton up” e “top down”
promovendo melhor compreensdo sobre as manifestacdes clinicas e progressao da

doenca.
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ANEXO | - Certificado de aprovacéo no Comité de Etica e Pesquisa no Uso de

Animais.

Universidade Federal Comissio de Etica no
de Santa Catarina Uso de Animais
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CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "EFEITO DE UM MODELO DE FIBROMIALGIA COM UMA RESUBDOSERE DE RESERPINA ASSOCIADO A DOR
MUSCULAR INDUZIDA POR SALINA ACIDA EM RATOS.", protocolada sob o CEUA n2 6504200122 (ip 002040), sob a responsabilidade de Morgana Duarte
da Silva e equipe; Daniel Felber; Caroline Cadore Ramires - que envolve a produgdo, manutengdo e/ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo
Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - esta de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de
outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da
Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Santa Catarina (CEUA/UFSC)
na reunido de 05/04/2022.

We certify that the proposal "EFFECT OF A FIBROMYALGIA MODEL WITH A BSUBDOSER OF RESERPINE ASSOCIATED WITH ACID SALINE-INDUCED
MUSCLE PAIN IN RATS.", utilizing 64 Heterogenics rats (males and females), protocol number CEUA 6504200122 (10 002040), under the responsibility
of Morgana Duarte da Silva and team; Daniel Felber; Caroline Cadore Ramires - which involves the production, maintenance and/or use of animals
belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific research purposes or teaching - is in accordance with
Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by the National Council for Control of Animal
Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic Committee on Animal Use of the Federal University of Santa Catarina (CEUA/UFSC) in
the meeting of 04/05/2022.

Finalidade da Proposta: Pesquisa

Vigéncia da Proposta: de 01/2022 a 12/2024 Area: Ciéncias Fisioldgicas

Origem: Biotério Central

Espécie: Ratos heterogénicos sexo: Machos e Fémeas idade: 45 a 60 dias N: 64
Linhagem: Wistar Peso: 250 a 300 kg

Local do experimento: Local da Pesquisa Este projeto sera desenvolvido no Laboratério de Neurobiologia da Dor e Inflamagdo (LANDI) do
Departamento de Ciéncias Fisiologicas da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), Florianépolis/SC.

Floriandpolis, 21 de julho de 2022
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Luciana Aparecida Honorato Vanessa Rafaella Foletto da Silva
Presidente da Comissdo de Etica no Uso de Animais Vice-Presidente da Comissdo de Etica no Uso de Animais
Universidade Federal de Santa Catarina Universidade Federal de Santa Catarina

Rua Desembargador Vitor Lima, 222, sala 401 - Trindade - Florianépolis/Santa Catarina-SC CEP: 88040-400 - tel: 55 (48) 3721-6093
Horario de atendimento: 22 a 62 das 8h as 12h e das 14h as 18h : e-mail: ceua.propesq@contato.ufsc.br
CEUA N 6504200122
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ANEXO Il — Diretrizes ARRIVE 2.0.

Os 10 itens essenciais

Estes itens sao o minimo a ser incluido em um manuscrito. Sem estas
informacoes, leitores e revisores nao serao capazes de avaliar a
confiabilidade dos resultados.

Desenho do 1
Estudo

Para cada experimento, descreva detalhes resumidos do desenho do estudo:

a.

Os grupos comparados, incluindo o(s) grupo(s) controle. Se um grupo controle
nao foi usado, isto deve ser justificado.

. A unidade experimental (ex: um Unico animal, uma ninhada, ou uma gaiola de

animais).

Tamanho da 2
amostra

. Especifigue o nimero exato de unidades experimentais alocadas em cada grupo,

e 0 numero total em cada experimento. Indique também o numero total de
animais utilizados.

. Explique como o tamanho da amostra foi definido. Descreva os detalhes do

calculo amostral, caso ele tenha sido realizado.

Critérios de 3
inclusdo e
exclusao

. Descreva quaisquer critérios utilizados para incluséo e exclusdo de animais (ou

unidades experimentais) durante o experimento, e de dados durante a analise.
Especifique se estes critérios foram definidos a priori. Se nenhum critério foi
definido, declare explicitamente.

. Para cada grupo experimental, relate quaisquer animais, unidades experimentais

ou dados nao incluidos na analise e explique por que foram excluidos. Caso nao
haja exclusdes, declare explicitamente.

Para cada analise, relate o valor exato do n em cada grupo experimental.

Randomizacéo 4

QD

. Declare se foi utilizada randomizagéo para alocar as unidades experimentais nos

grupos controlee tratado. Caso tenha sido, descreva o método utilizado para
gerar a sequéncia de randomizacao.

. Descreva a estratégia utilizada para minimizar potenciais variaveis de confuséao,

como a ordem dos tratamentos e medidas ou a localizacdo dos animais/gaiolas
no biotério. Se variaveis de confusdo ndo foram controladas, declare
explicitamente.

Cegamento 5 Descreva quem estava ciente da alocagado das unidades experimentais nos grupos
nos diferentes momentos do experimento (durante a alocagdo, conducdo do
experimento, avaliagdo dos desfechos e andlise de dados).

Desfechos 6 a. Defina claramente todos os desfechos avaliados (ex: morte celular, marcadores

moleculares ou
mudancas comportamentais).

b. Para estudos que testam hipoéteses, especifique o desfecho primario, ou seja, o
desfecho utilizado para determinar o tamanho da amostra.

Métodos 7 a. Descreva em detalhes os métodos estatisticos usados em cada analise,

estatisticos

incluindo o software utilizado.

. Descreva quaisquer métodos usados para avaliar se os dados atendem as

premissas da abordagem estatistica, e o que foi feito caso elas nao tenham sido
atendidas.

Animais 8
experimentais

. Descreva detalhes apropriados a espécie sobre os animais utilizados, incluindo

espécie, linhagem e sublinhagem, sexo, idade ou estagio de desenvolvimento e,
caso seja relevante, peso.

. Descreva informacgdes adicionais relevantes sobre a procedéncia dos animais,

estado de saude/imunidade, modificagBes genéticas, genotipagem, e quaisquer
procedimentos prévios.
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Procedimentos 9 Para cada grupo experimental, incluindo controles, descreva os procedimentos com
experimentais detalhes suficientes para permitir que outros os repitam, incluindo:

a. O que foi feito, como foi feito e o que foi utilizado.
b. Quando e com que frequéncia.
¢. Onde (incluindo detalhes de quaisquer periodos de aclimatagéo).

d. Porqué (justifique os procedimentos).

Resultados 10 Para cada experimento conduzido, incluindo replicacdes independentes, relate:

a. Estatisticas resumidas/descritivas para cada grupo experimental, com uma
medida de variabilidade quando aplicavel (ex: média e desvio-padrdo, ou
mediana e amplitude).

b. Se aplicavel, o tamanho de efeito com um intervalo de confianca.

Os itens recomendaveis

Estes itens complementam os 10 essenciais e adicionam contexto
relevante aoestudo. Relatar os itens nos dois conjuntos representa a
pratica ideal.

Resumo 11 Inclua um resumo preciso dos objetivos da pesquisa, espécie animal utilizada,
linhagem/raca e sexo, métodos e resultados principais e conclusbes do
estudo.

Embasamento 12 a. Inclua embasamento cientifico suficiente para compreender a justificativa e

cientifico o contexto do estudo, e explique a abordagem experimental.

b. Explique como a espécie e modelo animal utilizados atendem aos objetivos
cientificos e, quando aplicavel, sua relevancia para a biologia humana.

Objetivos 13 Descreva claramente a pergunta e objetivos da pesquisa e, quando
apropriado, a(s) hipoétese(s) especifica(s) sendo testada(s).

Declaracéo ética 14 Inclua o nome do Comité de Etica para Uso de Animais ou equivalente que

aprovou o uso deanimais neste estudo, e quaisquer numeros de licenca ou
protocolo (caso aplicavel). Caso a aprovacéo ética ndo tenha sido solicitada ou
concedida, justifique.

Alojamento e manejo 15 Descreva detalhes das condi¢des de alojamento e criacao, incluindo qualquer
enriquecimento ambiental.

Cuidados 16 a. Descreva quaisquer intervencées ou cuidados tomados nos protocolos
com animais experimentaispara minimizar dor, sofrimento e angustia.
e

. b. Relate qualquer evento adverso esperado ou inesperado.
monitoramento

c. Descreva os critérios de ponto final humanitario estabelecidos para o
estudo, os sinais monitorados e a frequéncia de monitoramento. Caso néo
tenha havido critérios de pontofinal humanitario, declare explicitamente.

Interpretacao 17 a. Interprete os resultados, levando em conta os objetivos e hipoteses do
/ Implicagbes estudo, teoriasatuais e outros estudos relevantes na literatura.
cientificas

b. Comente as limitacdes do estudo, incluindo fontes potenciais de viés,
limitacbes domodelo animal e imprecisées associadas aos resultados.

Aplicabilidade 18 Comente sobre a probabilidade dos achados deste estudo serem
/traducéo generalizaveis para outrasespécies ou condigdes experimentais, incluindo
qualquer relevancia para a biologia humana(quando apropriado).
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Registro
do
Protocolo

19

Faca uma declaracao indicando se um protocolo (incluindo a pergunta do
estudo, principais pontos do desenho experimental e plano de andlise) foi
preparado antes do estudo e, caso tenha sido, onde foi registrado.

Acesso aos dados 20

Apresente uma declaracéo descrevendo se e onde os dados do estudo estao
disponiveis.

Declaracéo
interesses

de 21

a. Declare quaisquer potenciais conflitos de interesse, sejam eles financeiros
ou ndo. Caso nao exista nenhum, isso deve ser declarado.

b. Liste todas as fontes de financiamento (incluindo o identificador da verba) e
o papel do(s)financiador(es) no desenho, analise e relato do estudo.




ANEXO IIl - Escala grimace para ratos.
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Escala de Expressao Facial em Rato

Pesquisas tém demonstrado que alteracdes na expresséo facial € um meio para a avalia¢éo de dor em ratos.

A Escala de Express#o Facial em Rato foi elaborada utilizando unidades de agéo As unidades de acé@o devem ser usadas apenas em animais acordados. Cada
especificas faciais mostradas abaixo. Essas unidades de agdo aumentam na animal deve ser observado por um periodo curto de tempo para evitar registrar
intensidade em resposta a dor pos-procedimento e podem ser usadas como parte alteragbes temporarias na expresséo facial que ndo estejam relacionadas ao
da avaliacéo clinica. bem-estar animal.

Unidades de agdao

Ausente "0" Moderadamente pr 5

Estreitamento orbital
* Fechamento palpebral (constricdo : ’
da érea orbital) B

* Uma ruga pode ser visivel ao redor
do olho

Achatamento de nariz/
bochecha

= Achatamento e alongamento da
ponte nasal

= Achatamento das bochechas (com
aparéncia afundada)

Alteragdes das orelhas

= Orelhas se curvam para dentro e
sdo anguladas para a frente com
uma forma pontiaguda

» Espagamento maior entre as
orelhas

Alteragdo na vibrissa

* Vibrissas enrijecem e angulam ao
longo da face

= Vibrissas podem se aglomerar

= Vibrissas perdem sua curvatura
natural “para baixo"

Por favor, consulte o artigo original para detalhes: Sotocinal SG, Sorge RE, Zaloum A, Tuttle Para solicitar copias deste poster, envie um e-mail: enquirles@nc3rs.org.uk. O NC3Rs fornece
AH, Martin LJ, Wieskopf JS, Mapplebeck JCS, Wei P, Zhan S, Zhang S, McDougall JJ, King OD, uma variedade de recursos dos 3Rs em www.nc3rs.org.uk/resources

Mogil JS. 2011. The Rat Grimace Scale: a partially automated method for quantifying pain in the

laboratory rat via facial expressions. Molecular Pain 7:55. dok: 10.1186/1744-8069-7-56 Imagens cedidas gentilmente pelo Dr. Jeffrey Mogil, McGill University. Traduzido para o
portugués por Dra Karen Maciel de Oliveira, Universidade Federal de Sio Paulo, @ Dr Douglas

Para orientago sobre o uso da Escala de Expresso Facial em Rato, pesquise artigos que Eonee University Colisde London

originaram essa técnica, e para las de expressdo facial em outras e 105, visito
www.nc3rs.org.uk/grimacescales




