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RESUMO

A fibromialgia ¢ caracterizada como sendo uma doenga de dor cronica e
difusa, que acomete o sistema musculoesqueletico, tendo a presenca de multiplas
regioes dolorosas denominado “tender points”. Além da dor, ¢ comum que os
individuos com fibromialgia apresentem desordens funcionais, tendo presente na
maioria dos casos a ansiedade e depressdo. A doenga tem uma maior prevaléncia em
mulheres, com a faixa etaria de 40 a 60 anos, e represenda até 1-5% da populagdo
geral, sendo a terceira doenga reumatologica mais frequente. Doencas que causam
dor cronica afetam negativamente a qualidade de vida dos pacientes, visto que o
individuo se encontra com dificuldades para realizar atividades simples do dia a dia,
buscando muitas vezes o isolamento social, e resultanto em grande parte das
ausencias frequentes no trabalho. Por ser uma doenca de etiologia desconhecida, a
importancia de estudos que venham esclarecer seu mecanismo sdo necessarios para
o entendimento da doenca e desenvolvimento de tratamentos mais eficazes e
seguros. Os modelos animais pré clinicos utilizados para o estudo da fibromialgia
utilizados atualmente se baseiam na indu¢do de hiperalgesia de longa duragdo, que
mimetiza a dor cronica, mas ndo ¢ capaz de compreender todo o perfil da
fibromialgia. Assim, o objetivo deste trabalho ¢ validar um modelo animal para
fibromialgia em camundongos, onde todos os aspectos da doenga possam ser
avaliados, partindo-se de um modelo de hiperalgesia ja descrito na literatura, onde
crises dolorosas possam ser iniciadas por exposi¢do a uma situacdo de estresse. Os
resultados a parir dos 30 animais utilizados, separados em grupos de 10

camundongos machos e fémeas que foi aplicado salina acidificada pH: 4 no musculo



gastrocnémio direito, ¢ 10 camundongos machos onde foi aplicado reserpina
intradermal, seguindo assim o protocol de nocicep¢do térmica e mecanica com a
aplicacdo de acetona nas patas, e von frey, juntamente com as medidas de ansiedade
e depressdao, os resultados obtidos apresentou apenas significancia na medida de
nocicep¢ao mecanica no grupo de camundogos machos onde foi aplicada a salina
acidificada, apresentando um perfil de queda de nocicepgao, antes da inducao do
estresse por isolamento social, apds o isolamento nao teve resultados significativos,
assim como os outros resultado, do mesmo grupo e dos outros grupos de animais.
Assim vimos que o modelo de salina acidificada pH:4 ¢ o modelo de reserpina, nao

foi capaz de mimetizar a doenga como € ocorrida em humanos.
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1. INTRODUCAO

A fibromialgia ¢ a terceira enfermidade reumatica mais prevalente em humanos,
e que mais frequentemente causa dor, atingindo cerca de 1-5% da populagdo geral, com
maior incidéncia em pessoas na faixa etaria entre 40 a 50 anos, sendo de 6 a 8 vezes
mais frequente em mulheres. (SENNA et al 2005; WOLFE et al 1990; WOLFE et al
1995; WHITE et al 1999). O perfil socioecondmico dos pacientes desta doenga varia,
em sua maioria sdo de pessoas de menor escolaridade, ou que sofreram algum tipo de
estresse social, como divorcio, abandono, traumas psicossociais. Wolfe (1995)
descreveu que outras sindromes funcionais comumente estavam relacionadas a doenga,
tais como: depressdo, transtornos de ansiedade, sensacdo de derrame articular,
parestesia, rigidez matinal, altera¢do do sono, fadiga colon irritavel, ma percepcao com

o estado de saude, todas reduzem a qualidade de vida dos individuos com a doenga.

A principal caracteristica clinica da fibromialgia sdo as sindromes dolorosas,
caracterizadas por dores musculares difusas, apresentando-se em sitios dolorosos
especificos que acometem o sistema musculoesquelético, e destaca-se a auséncia de
processos inflamatorios articulares ou musculares (WOLFE et al, 1995; WHITE et al,
1999). Além da relacdo entre a dor e as sindromes funcionais, a doenga também sofre a
influencia de fatores moduladores, tais como mudangas climéaticas, grau de atividade
fisica, estresse emocional, entre outros. A fibromialgia ¢ uma doenca que afeta
diretamente a qualidade de vida dos pacientes, visto que o impacto dos sintomas da
doenca muda completamente o cotidiano dos pacientes, ¢ devido a cronicidade, a
ruptura do cotidiano se estende por longos periodos de tempo. Segundo KAPLAN RM
(2000), e MARTINEZ JE (1999), os pacientes com fibromialgia apresentam uma pior
qualidade de vida se comparados a pacientes com outras doengas crdnicas, tais como:

cancer, lupus eritematoso sist€émico, artrite reumatoide e doenca pulmonar obstrutiva
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cronica. (MARTINEZ JE et al, 1995, 1999; KAPLAN et al, 2000; TEIXEIRA J et al,

2001.

1.1. Fibromialgia

Com uma complexidade multifatorial, e etiologia pouco conhecida, a
fibromialgia ¢ uma sindrome de dor crénica que afeta principalmente o sistema
musculoesquelético, seja ela como uma dor generalizada, ou localizada em pontos
especificos chamados “tender points” (WOLFE et al. 1990). A doenga ¢ comumente
associada a desordens de carater funcional, o que leva a uma caracterizagdo da
fibromialgia como uma doenca de dores musculares juntamente com sindromes de
depressdo, ansiedade, desordens de sono, fadiga, e desordens fisicas. De acordo com o
colégio americano de reumatologia (ACR), durante o periodo de 1990 — 2005 a doenca
atingia de 0,7 — 4,4% da populagdo, tendo uma maior prevaléncia em mulheres
(CAVALCANTE AB et al, 2006). Em relagdo as desordens relacionadas a fibromialgia,
ha prevaléncia de desordens de carater psicologico, em destaque a depressao, que chega
a 40-80%, e pode ser responsavel por perpetuar os sintomas da fibromialgia e causar
limita¢do funcional nos pacientes. (ERCOLANI N et al, 1994; HUDSON 1 et al, 1996;
YUNUS MB et al, 1994; KASHIKAR-ZUCK et al, 2002; WOLFE et al, 2010;).
Sintomas comuns que sdo apresentados em individuos com fibromialgia sdo: fadiga,
rigidez matinal, sono nao reparador, sindrome do célon irritavel, cefaleias, sindrome
uretral, incomodos psicologicos como depressao e ansiedade, e queixas cognitivas como
problemas de memoria e dificuldade de concentragdo (HAUN et al 1999; WOLFE et al
1990). Os sintomas da fibromialgia causam grandes impactos negativos na qualidade de
vida do paciente e dos individuos com os quais convive, desestabilizando as relacdes e

causando isolamento social, além de representar um grande impacto na economia do
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pais. A doencga ¢ fortemente associada ao estado emocional do individuo, sendo que a
intensidade da dor esta muitas vezes ligada a periodos em que as pessoas sofreram um

grande estresse e/ou depressao. (BENGTSSON et al 1988; ABLIN et al 2013).

No Brasil foi realizado um estudo com inicio em 2010 chamado “EpiFibro”,
onde foi elaborado um banco de dados incluindo 9 estados brasileiros. Assim, foi
estimada uma prevaléncia de 5,5% de fibromialgia em individuos residentes na cidade
de Sao Paulo-SP/Brasil, sendo que todos os individuos diagnosticados para a doenca
eram do sexo feminino (SANTOS AM, et al. 2010). No estado de Sao Paulo foi
realizado outro estudo onde se observou resultados semelhantes na prevaléncia de
fibromialgia, cuja amostra obtida era restrita aos sistemas publicos de satde e a uma
populacdo de baixo nivel socioecondmico, onde dos 768 individuos participantes, 4,4%
foram diagnosticado com fibromialgia, todos sendo do sexo feminino (ASSUMPCAO

A, et al. 2009).

1.1.1. Dor

A fibromialgia ¢ clinicamente caracterizada pela presenga de dor cronica
generalizada com mais de trés meses de duracdo, se apresentando na forma de alodinia e
dor espontanea. Alodinia se refere a um estimulo que essensialmente ¢ indcuo, e na
presenca de alguma patologia, este mesmo estimulo passa a ser entendido como nocivo,
ou seja, um estimulo que antes ndo causava dor, passa a causar, esta sendo uma
caracteristica comum encontrada em individuos com fibromialgia (VARGAS AMD, et
al. 2006). Além de alodinia e dor espontanea, os individuos com a doenca, também
apresentam hiperalgesia, que ¢ uma sensibilidade aumentada a uma variedade de
estimulos, como calor, frio e pressdo mecanica, que produzem respostas dolorosas

(BRADLEY LA, et al. 2009). Os estimulos s3o o gatilho para a ativagdo dos tender
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points, pontos no corpo que ao serem estimulados iniciam a resposta de dor. Foram
caracterizados 18 pontos em comum espalhados pelo corpo, sendo que o diagnostico
para a fibromialgia inclui o individuo apresentar dor em pelo menos 11 destes pontos
caracteristicos € que apresentam maior sensibilidade em individuos com a doenca
(HAUN MV et al. 1999). Assim sendo, individuos com fibromialgia experienciam
periodos com auséncia de dor, intercalado a periodos com dor de grande intensidade.
Em geral, os periodos de dor sdo iniciados por um gatilho, que pode ser uma situacao de
grande pressdo psicoldgica, onde o individuo se vé sob uma situacdo de estresse dando

inicio ao periodo de dor.

A dor ¢ uma experiencia Unica e individual, pois leva em conta aspectos
afetivos, autonomicos e comportamentais ( RIBEIRO FILHO, et al. 2011). Segundo a
Associagdo Internacional para o Estudo da Dor ( IASP), a terminologia da dor é muito
ampla além da alodinia, hiperalgesia, dor espontanea; também temos a nocicepg¢ao, que
¢ o processo de codificacdo neural dos estimulos nocivos (TRINDADE HI et al. 2013).
Essa nomeclatura ¢ comumente usada na pesquisa animal, pois em modelos animais ndo
se pode afirmar que a dor estd presente, visto que ndo tem como avaliar o estado
emocional do animal. Para entender a dor, € preciso comegar por como ela € processada,
e quais sao os mecanismos envolvidos. Sabe-se que as respostas nociceptivas sao
transmitidas a partir da estimulacdo de neuronios sensoriais periféricos, cujo corpo
celular se localiza nos ganglios da raiz dorsal e fazem aferencia com neuronios de
segunda ordem que levam a informagdo de dor até o sistema nervoso central. Estes
neuronios sensoriais sao também chamados de fibras nervosas, mielizadas ou pouco
mielizadas (A 6 e C). As fibras pouco mielizadas Ad tem diametro intermediario, e sdo
responsaveis pela condugdo da dor mais aguda, com velocidade mais rapida. Ja as fibras

C, ou nociceptores, sdo neuronios sensoriais de pequeno didmetro responsaveis pela
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dor difusa, sendo sua conducao ¢ mais lenta (GREENE, et al. 2010; KLAUMANN, et

al. 2008).

A dor pode ser dividia em dor aguda e cronica. Na fibromialgia temos
comumente presente o tipo de dor cronica, que ¢ uma dor que perdura por mais de trés
meses ou que persiste por mais tempo que o normal de cura (KLAUMANN, et al.
2008). A dor cronica ¢ um problema de saude publica que acomete cerca de 100
milhdes de individuos, sendo 14% relacionada a articulagio e ao sistema
musculoesquelético (GAGLIESE L et al. 2003). A qualidade de vida do individuo que
apresenta alguma sindrome de dor cronica ¢ estreitamente menor que o normal, visto
que a condi¢do em que o individuo se encontra durante o periodo de dor, normalmente
vem acompanhado de sindromes como depressdo, incapacidade fisica e funcional,
afastamento social, mudangas na dindmica familiar, desequilibrio economico entre

outros, o que causa alto desconforto fisico e psiquico (PIMENTA CA et al. 1997).

Existem varios indicios que mostram que a associagdo entre a auséncia de dano
tecidual periférico e a distribuicdo dos pontos dolorosos sugere que a patologia
subjacente a dor na doenga seja de origem no SNC. Mesmo que ndo exista um sitio
evidente de inflamagdo nos pontos de dor nos individuos, o processo inflamatério
associado ao dano tecidual é provocado, em grande parte, pela liberacao no sitio da
injuria, de Substancia P (SP), que ¢ um neuropeptideo liberado por fibras aferentes
primarias nao mielinizadas de pequeno didmetro, ou nociceptores, quando axonios sao
estimulados, em reposta a estimulos mecanicos dolorosos. Entretanto, a presenga de um
mecanismo inflamatério na fisiopatologia da fibromialgia nao foi descrita. (RUSSEL

1J, et al. 1994; LARSON AA, et all. 2001).

14



1.1.2. Diagnéstico

Devido a auséncia de exames complementares que possa indentificar a
fibromialgia e a dificuldade no estabelecimento da etiologia da doenca, os diagnosticos
sdo baseados somente em critérios clinicos. Em 1990, o Colégio Americano de
Reumatologia/ACR determinou alguns critérios clinicos para caracterizar o paciente
com fibromialgia. Tais critérios analisavam dor difusa muscular, sensibilidade em 11
dos 18 pontos no corpo onde o paciente tinha uma resposta dolorosa a partir de um
estimulo mecanico, e a dor cronica que persistia por mais de trés meses (HAUN MVA,
et al. 1999). A partir dos criterios estabelecidos pela ACR, surgiram variagcdes de
metodologias descritas para o diagndstico da doenga, como as de Wolfe et al (1997),
que além dos criterios usados na ACR, como a classificagdo da dor como cronica, € a
medicao de dolerimetria nos Tender Points, passou a utilizar-se ainda um questiondario
que levava em conta a ansiedade, depressdo e capacidade funcional do individuo. Outro
estudo foi desenvolvido em 2010 por Wolfe et al, que se baseava na criacdo de uma
escala de severidade de sintomas, que avaliou os pacientes a partir de cinco variaveis:
fadiga, distarbio do sono, sono nao revigorante, humor e sintomas cognitivos. Essa
pesquisa foi dividida em duas fases; na primeira ocorreu & avaliacdo do indice de
extensdo da dor (widespread pain index - WPI), e na segunda fase foi aplicado um
questionario onde se apresentavam um conjunto de variaveis, capazes também de
categorizar a fibromialgia, assim como a avaliagdo do WPIL. O estudo permitiu a
conclusdao de um diagnodstico mais claro e preciso, unindo as andlises da escala de
severidade de sintomas, o indice de extensdo de dor correlacionando com a contagem
dos Tender Points (WOLFE F, et al. 2010). Esse estudo foi reconhecido e aprovado
pelo ACR, devido a sua simplicidade, facilidade de reprodugdo e eficacia no diagnostico

da doenga.
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A fisiopatologia da fibromialgia esta ligada a uma variedade de anormalidades
nos multiplos fatores ¢ mecanismos envolvidos na patogénese; tais como: predisposi¢ao
genética, varidveis psicossociais € estressores ambientais, aminas  biogénicas,
neurotransmissores, hormonios do eixo hipotdlamo-hipofise-adrenal, estresse oxidativo
e mecanismos de modulagdo da dor de sensibilizacao central e fungdes autondmicas na

fibromialgia (BRADLEY LA, et al. 2009; OZGOCMEN 8§, et al. 2006).

O tratamento da fibromialgia consiste na utilizagdo de terapias medicamentosas,
cognitivo-comportamental, terapia de exercicios fisicos, bloqueio do nervo, e inclusive
algumas terapias alternativas tém sido utilizadas (NAKAJIMA et al., 2015).

No entanto, devido ao fato da etiologia da fibromialgia ser ainda desconhecida,
ndo existe atualmente um tratamento capaz de levar a resolugdo da doenga. Portanto,
estudos pré-clinicos e clinicos sdo ferramentas extremamente importantes para o
entendimento da doenca, permitindo avangos na busca ¢ na melhoria de tratamentos

mais eficazes.

1.2. Relacao entre fibromialgia, depressao e ansiedade.

Os distarbios psicologicos sdo sintomas que normalmente acompanham a
doenga, e sdo responsaveis pela incapacitagdo funcional dos pacientes, ajudando assim a
iniciar ou perpetuar os outros sintomas presentes na fibromialgia, especialmente a
depressao que atinge um total de 49-80% dos individuos com fibromialgia (ERCOLANI
M et al. 1994; HUDSON J et al. 1996). A depressdo piora consideravelmente o
condicionamento fisico, a funcionalidade fisica, a dor, funcionalidade social e
emocional, e esses efeitos estdo relacionados ao grau de depressado, visto que o distirbio
depressivo ¢ capaz de alterar a percepcdo da dor, dificultar a adesdo ao tratamento,

diminuir o suporte social e desregular os sistemas humoral e imunologico (JACOBSON
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JL et al. 2001; BERBER JSS et al. 2005). A ansiedade ¢ outra sindrome também
comumente presente, ¢ normalmente acompanha a depressao. Seu efeito modulador na
doenga também pode ser quantificado, facilitando assim o diagnostico da doenca que
leva em conta o grau de depressdao e de ansiedade, correlacionando com os outros

sintomas.

A fibromialgia tem sido chamada “desordem relacionada ao estresse”, devido ao
fato de ter o inicio e/ou a exacerba¢do dos sintomas no contexto de eventos estressores
(WOOD et al, 2004). Outro estudo, indicou o estresse como um fator etiopatogénico,
desde que associado a fatores de predisposicdo genética, pois observou uma alta
prevaléncia de fibromialgia entre parentes de pacientes com fibromialgia. Este fato
pode ser atribuido tanto a fatores genéticos como ambientais, uma vez que individuos
de uma mesma familia costumam compartilhar ambos os fatores (VAN

HOUDENHOVE et al. 2005; NEUMANN & BUSKILA, et al. 2003).

1.3. Estudos pré-clinicos

Sabe-se que para mimetizar a doenga, € preciso um modelo animal que apresente
os sintomas de dor cronica, que tenha a auséncia de dano tecidual, e também que seja
capaz de mimetizar as disfuncdes psicoldgicas apresentadas em humanos. Ha uma
imensa dificuldade quanto aos modelos animais presentes na literatura em reproduzir
fielmente as caracteristicas da doenca, isso devido a sua etiologia até entdo pouco
conhecida.

Os modelos animais descritos em sua maioria se baseiam na indugdo de dor
generalizada, por multiplas injecdes de salina acidificada, fadiga junto com a aplicagdo
de injecdes de salina acidificada, priming hiperalgésico, deplecdo de aminas biogénicas

no sistema nervoso central, e a inducdo de estresse como modelo de fibromialgia, pois
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ja sdo conhecidos como gatilhos dos sintomas em pacientes de fibromialgia (SLUKA
KA, et al. 2013).

A escolha do modelo animal pré-clinico ¢ essencial para o processo de estudo da
patologia, e, atualmente, conforme descrito acima, os modelos presentes na literatura
para o estudo da fibromialgia consiste na aplicacdo de salina acidificada (pH 4),
repetidas vezes ou uma Unica por via intramuscular (SHARMA NK et al. 2009). E
capaz de causar a dor generalizada cronica, que ¢ uma caracteristica da doenca.
Segundo a literatura, nesse modelo a hiperalgesia ¢ reprodutivel igualmente em
camundongos machos e fémeas, e causa o minimo de dano tecidual no musculo
gastrocnémico, sitio da injecdo, apos o estabelecimento da hiperalgesia mecanica. Neste
modelo ja foi observado a ocorréncia de ansiedade e depressdo nos animais no mesmo
periodo da ocorréncia de dor provocada pelas injecdes de salina (LIU YU-TING et al.
2014).

J& o modelo de priming hiperalgésico, que consiste na inflamag¢do aguda
induzida no musculo, que gera uma sensibilidade local, e apds a injuria € aplicada uma
dose de prostaglandina 2 (PG2) incapaz de produzir hiperalgesia em um tecido normal,
mas que no tecido previamente injuriado passa a produzir uma hiperalgesia intensa que
pode durar por semanas (ALEY et al. 2000). Neste modelo ndo h4 ainda muito
conhecimento sobre seu mecanismo, ou uma possivel diferenca entre fémeas e machos
em relacao ao desenvolvimento de dor.

O modelo de dor muscular por fadiga consiste na combinacdo de fadiga
muscular por exercicio fisico for¢ado, como colocar o animal para correr durante 2
horas em uma roda, ou aplicar estimulos elétricos repetitivos no musculo. Este processo
juntamente com injurias musculares de baixa intensidade feitas com a aplicagdo de

salina pH 5, ¢ capaz de causar uma hiperalgesia generalizada sem a presenga de dano
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muscular, com duragdo de 7 dias em machos e até 35 dias em fémeas, porém
caracteristicas como depressdo e ansiedade ainda ndo foram estudadas neste método.
(YOKOYAMA T et al. 2007; DINA AO et al. 2008; SLUKA et al. 2010).

Os outros modelos incluem a deplecao de aminas biogénicas sistemicamente
pela reserpina, que consiste na aplicagdo repetida de reserpina, que além da hiperalgesia
muscular, também causa o decréscimo de aminas biogénicas na medula espinhal e
cortex pré-frontal, caracteristicas que estao presentes em individuos com fibromialgia
(NAGAKURA Y et al. 2009). A hiperalgesia muscular tem dura¢do aproximada de 1
semana, € 0s animais também apresentam quadro depressivo, apesar de ser necessarios
estudos futuros para entender a alteracdo no mecanismo do sistema seretoninérgico
(NAGAKURA Y et al. 2009; OGINO S et al. 2013).

H4 ainda modelos de fibromialgia induzida por estresse, como estresse por frio
onde o camundongo ¢ mantido em uma sala fria por um periodo de 12 h em trés dias
subsequentes, e apds esse periodo ¢ transferido a uma sala de temperatura normal a
24°C (NISHIYORI M, et al. 2011). A hiperalgesia muscular neste método dura trés
semanas com o estresse causado pela indu¢do repetida ao frio, onde se observa o
aumento da concentracdo de corticosterona no plasma, porém sem desenvolver
comportamentos de ansiedade e depressdo (NASU T et al. 2010; NISHIYORI M et al.
2011). Ha ainda a indug@o por estresse sonoro onde os animais sdo expostos por quatro
dias em uma gaiola na qual ¢ emitido quatro tons diferentes com sua amplitude variando
de acordo com o tempo, e entdo ¢ aplicado no musculo uma injecdo de PGE2 e
lipopolissacarideos (LPS). O estresse sonoro por si s6 ¢ incapaz de produzir
sensibilidade mecanica, porém, em associagdo a PGE2 e LPS pode vir a desenvolver a

hiperalgesia de longa duracio (KHASAR SG et al. 2009; GREEN PG et al 2011;
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DINA AO et al. 2011). Comportamentos do tipo ansiedade, depressdo, fadiga e
disturbio de sono ainda devem ser estudados nesse modelo.

Outro modelo ¢ induzido por nado for¢ado. Neste método, o animal ¢ colocado
de 10-20 minutos por dia durante trés dias para nadar forcadamente em agua a
temperatura ambiente, o que leva ao desenvolvimento de hiperalgesia térmica, perda de
forga muscular até por 9 dias, e aumento na resposta frente a estimulos inflamatorios.
Ainda nao ha estudados avaliando a hiperalgesia mecanica ou disfungdes psicologicas
como ansiedade e depressao neste modelo (QUINTERO L et al. 2000; 2003; SUAREZ-

ROCA H et al. 2006).

Diferentemente de outras doencas onde se pode mimetizar sua etiologia e
sintomatologia com modelos animais, na fibromialgia ndo se tem um modelo animal
bem estabelecido que permita o estudo da doenca com grandes perspectivas de
translacdo dos resultados encontrados. Seria interessante a utilizagdo de um modelo
animal capaz de apresentar caracteristicas sintomatoldgicas iguais a fibromialgia, como
a falta de uma injuria tecidual muscular, caracteristica importante na doenga, além de
ser possivel correlacionar a dor 4 outros sintomas, como fadiga, depressao e ansiedade.
Os diferentes modelos animais atualmente utilizados para o estudo da fibromialgia
incluem a inducdo de dor, mas ainda poucos se voltam para a andlise do
desenvolvimento de déficits cognitivos associados a fibromialgia, como depressdo e
ansiedade.

Neste sentido, avancos poderiam ser alcangados se houvesse um modelo animal
que permitisse a andlise de um maior numero de sintomas caracteristicos da
fibromialgia, compreendendo periodos em que o animal estivesse sem dor, e periodos

de dor iniciados por gatilhos, como estimulos de estresse, igualmente capazes de
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deflagrar periodos de dor generalizada em individuos com a doenga (SLUKA et al.,

2013).

2. JUSTIFICATIVA

O presente trabalho busca estabelecer a validagdo de um modelo animal de
fibromialgia que permita a analise de diferentes sintomas caracteristicos da doenca e,
onde a dor seja iniciada de maneira mais fidedigna com o observado em humanos. O
modelo consiste da exposi¢ao de animais previamente submetidos a um modelo de
fibromialgia ja descrito na literatura, mas que ndo apresentam mais o quadro de dor, a
uma situacdo de estresse agudo, com o objetivo de deflagrar nova resposta dolorosa, e
ainda outras caracteristicas da doengca como depressdo e ansiedade. O estudo busca
facilitar o entendimento da fibromialgia através da melhoria nos processos de
identificacdo e caracterizacdo da mesma em animais, fornecendo ferramentas mais
robustas para o estudo da doenga, visando avangos na busca por alvos terapéuticos mais
eficazes e seguros que resultem na melhoria da qualidade de vida dos portadores da

doenga.

3. OBJETIVOS A SEREM ALCANCADOS

3.1. Objetivo geral

O objetivo geral do presente projeto € validar um modelo animal de fibromialgia
em roedores, por meio da aplicacdo de salina acidificada pH: 4 no musculo

gastrocnémio direito de camundongos.
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3.2. Objetivos especificos

3.2.1. Analisar o tempo de durac¢do da nocicepcao induzida por dois modelos animais de
fibromialgia

3.2.2. Verificar se apods a resolu¢dao da dor, a exposi¢do do animal a uma situacio de
estresse ¢ capaz de iniciar nova resposta nociceptiva e qual o tempo de duragdo desta
resposta.

3.2.3. Avaliar se ha comprometimento de fungdo motora, desenvolvimento de fadiga,
depressao ou ansiedade nestes animais, sempre comparando entre as diferentes fases da
doenga (com ou sem nocicepgao).

3.2.4. Avaliar se ha diferenca entre os sexos quanto ao desenvolvimento da

fibromialgia.

4. MEIOS E METODOS A SEREM EMPREGADOS

4.1. Animais e reagentes

Foi utilizados camundongos C57BL/6 machos e fémeas de 6-8 semanas de idade
(20g), provenientes do biotério do Centro de Criagdo de Camundongos da Universidade
Federal de Uberldndia, Campus Umuarama, mantidos sob condi¢cdes de temperatura
(23-25 °C) e o ciclo claro/escuro de 12 h, com livre acesso a ragdo e agua. Os
experimentos foi conduzidos de acordo com o comité de ética animal da UFU
Umuarama (protocolo 100/16) e normas recomendadas pela IASP (ZIMMERMANN,
1983). A maioria dos reagentes utilizados foi adquiridos da Sigma (EUA). Os reagentes

que ndo tiverem esta procedéncia foi de qualidade P.A. e de fonte confidvel.
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4.2. Delineamento experimental

O Delineamento experimental referente aos testes de medidas de nocicepgao
mecanica e térmica, ¢ medidas de ansiedade e depressao realizados com os
camundongos fémeas ¢ machos, seguindo o modelo de dor a partir da aplicagdo de

salina acidificada pH: 4 no musculo gastrocnémio direito dos animais.

Medidas de dor:
Injegdo de salina:HCI pH:4 Von frey — Estimulo mecanico
100 pl no musculo ) L.
Ans Acetona — Estimulo Térmico
gastrocnémio

.|_35/36 39

IS: Isolamento Social Medida de ansiedade e depressao:
(acompanhando as medidas de dor)
-Campo Aberto
-Labirinto em Cruz Elevado (machos)
-Nado for¢ado (fémeas)
-Suspensdo de Cauda

Delineamento 1: Delineamento experimental referente aos camundongos 10 machos e
1° camundongos fémeas seguindo o modelo de dor a partir da aplicacdo de salina

acidificada pH: 4 no musculo gastrocnémio direito.
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Medidas de dor:

Von frey — Estimulo mecanico
Injecdo intradermal de
reserpina

\
e
i

Acetona — Estimulo Térmico

-

-
--.----—--
H-HH- 1
o L1 L

|

IS: Isolamento Social Medida de ansiedade e depressdo:
(acompanhando as medidas de dor)
-Campo Aberto
-Nado for¢ado
-Suspensao de Cauda

Delineamento 2: Delineamento experimental referente aos 10 camundongos machos

seguindo o modelo de dor a partir da aplicacdo intradermal de reserpina.

4.2.1. Injecao de salina acidificada

O modelo de fibromialgia induzido pela inje¢@o de salina acidificada pela adi¢ao

de HCI (pH: 4.0), no musculo gastrocnémico (musculos laterais da regido logo acima
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das patas traseiras) direito, ndo causando danos teciduais (SLUKA et al., 2001). Foi
aplicadas duas injecdes de 100uL da solucao de salina pH 4,0, com um intervalo de
cinco dias entre as injeg¢des, em camundongos previamente anestesiados com isoflurano.
O grupo controle recebeu injecdoes de salina apenas. Os animais foram observados
quanto ao desenvolvimento de dor, fadiga muscular, comprometimento de memoria e
aprendizado, fun¢do motora e desenvolvimento de ansiedade, sintomas clinicos

caracteristicos de individuos com fibromialgia.

4.2.2. Injecao de Reserpina

O modelo de fibromialgia induzido pela aplicacdo intradermal de reserpina, foi
aplicado em trés dias consecutivos. Os animais também foram observados quanto ao
desenvolvimento de dor, fadiga muscular, comprometimento de memoria e aprendizado,
funcao motora ¢ desenvolvimento de ansiedade, sintomas clinicos caracteristicos de

individuos com fibromialgia.

4.3. Estresse induzido por isolamento social

Segundo dados da literatura, a dor induzida pela inje¢do de salina pH 4,0 tem
duracdo maxima de 30 dias a partir da segunda inje¢do (SLUKA et al., 2001). Neste
sentido, os animais serdo observados até ndo se observar mais a presenga de
comportamentos nociceptivos. Neste ponto, serd dado um intervalo de uma semana e
feita nova medida basal dos animais que serdo entdo submetidos a um modelo de
estresse induzido por isolamento social. O modelo compreende a exposi¢ao dos animais
a 12 h de isolamento em gaiolas individuais (30 x 20 x 12.5 c¢cm) (TAKATSU-

COLEMAN et al., 2013). 24 horas apds este procedimento, os animais serao novamente
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avaliados quanto ao desenvolvimento de dor e dos demais pardmetros clinicos

caracteristicos de fibromialgia citados anteriormente.

4.4. Parametros nociceptivose inflamatorios

Como parametros nociceptivos foram avaliados a sensibilidade mecanica e
térmica dos animais submetidos a inje¢do de salina (pH4,0). A avaliagdo da
sensibilidade mecanica foi feita pela utilizagdo de camundongos aclimatizados (1-2 h)
em caixas desobstruidas individuais de vidro (9 x 7 x 11 cm) em uma plataforma
elevada com fundo gradeado, para permitir o acesso por parte do experimentador a pata
traseira do animal. A sensibilidade mecanica foi entdo analisada com o auxilio de
filamentos de Von Frey (0,02-6 g) aplicados na superficie das patas traseiras direita e
esquerda dos animais com uma pressao que faz com que o filamento se dobre.
Utilizando o método de “Up-and-Down” descrito por (CHAPLAN et al., 1994), onde
foram aplicados seis estimulos seguidos, iniciando com o filamento de intensidade
intermediaria (0,4 g). Se o animal responder ao estimulo ¢ usado o proximo filamento
menor (0,16 g). Se o animal ndo responder ao estimulo ¢ utilizado o proximo filamento
maior (0,6 g), e este procedimento se segue por até 6 estimulacdes seguidas. O limiar de
retirada de pata ¢ expresso em gramas e calculado como previamente descrito por
(DIXON et al., 1982). A sensibilidade térmica dos animais foi avaliada frente a um
estimulo “frio”, a acetona, segundo CASPANI et al., (2009). Para a alodinia por
estimulo frio sera observado a resposta nocifensiva (lambida de pata e shaking) do
animal apds o resfriamento causado pela evaporagdo da acetona aplicada topicamente
na pata traseira do animal. 20ul de acetona foram aplicados nas patas traseiras. O
comportamento do animal foi observado durante 30 segundos antes e apds a aplicagao

de acetona em varios tempos apoOs a exposicado ao modelo de fibromialgia, da mesma
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forma que o observado para a sensibilidade mecanica, com o tempo sendo

cronometrado.

4.5. Comportamentos tipo-depressivos

4.5.1. Nado Forc¢ado

Os camundongos foram colocados individualmente em cilindros de vidro (17 cm
de diametro e 25 cm de altura) contendo agua até 10 cm de altura e mantida a 23-25 °C.
Eles serao deixados neste ambiente por 6 min, sendo que nos ultimos 4 minutos o tempo
em que permanecerem imoveis (realizando apenas pequenos movimentos para auxiliar

na flutuagdo) foi registrado (ZANELATTI et al., 2010).

4.5.2. Teste de Suspensio de cauda

Os animais sao suspensos pela calda em uma altura de 25 cm, usando uma fita
adesiva localizada a 2 cm da ponta da cauda. Foram observados durante 3 minutos e o
observador ndo terd conhecimento dos grupos que esta analisando. O tempo de laténcia
até o primeiro episddio de imobilidade e a duragdo da imobilidade foi quantificado
manualmente com o uso de um crondmetro. A imobilidade ¢ considerada como estando

o animal completamente imovel quando pendurado.

4.6. Avaliacao do desenvolvimento de ansiedade - Labirinto em cruz elevado

O LCE para camundongos ¢ feito de madeira e constituido por dois bragos
abertos opostos (30 x 5 cm) sem paredes laterais, perpendiculares a dois bragos cercados
por paredes laterais (30 x 5 x 15 cm), apresentando uma plataforma central comum a
todos os bracos (5 x 5 cm). O aparelho ¢ elevado 50 cm do solo e possui uma borda de

acrilico (1 cm) nos bragos abertos para impedir a queda do animal. Os camundongos
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foram posicionados no centro da plataforma com a cabeca virada para o braco fechado,
podendo explorar livremente o labirinto durante 5 minutos. Foi observado o nimero de
entradas nos bragos abertos e fechados, bem como o tempo de permanéncia nestas

regides (CAMPOS et al., 2013).

4.7. Coordenac¢ao motora e ansiedade

Os animais sdo colocados no centro de uma arena circular (50 cm de diametro)
com o assoalho marcado com pequenos quadrados simétricos, o que permite a
quantificagdo da atividade locomotora dos animais. Os animais foram observados por 3
minutos e sera quantificado o nimero de crossing (cruzamentos), o numero de vezes em
que o animal fica apoiado nas patas traseiras (rearing), a defecacdo do animal e o tempo

despendido o centro e na periferia da arena.

4.8. Analise Estatistica

As andlises estatisticas dos dados serdo realizadas pelos métodos de variancia
multivariada (MANOVA), variancia a um critério (one-way ANOVA), e teste de
comparagdes multiplas de Bonferroni (teste t), de acordo com as varidveis e grupos
comparados, sendo que as diferengas serdo consideradas significativas para valores de

P<0,05.

5. RESULTADOS.
5.1. Resposta nociceptiva mecanica apos injecao de salina acidificada (pH: 4)

em camundongos machos.
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Na figura 1A, podemos observar que a injecdo de salina acidificada levou ao
desenvolvimento de nocicepcao que pode ser observada 10 dias apos a Gltima injecao de
salina, sendo que 30 dias apds, os limiares de retirada de pata retornaram aos valores
basais, indicando que estes animais ndo estavam mais com dor. Apds o isolamento
social foi observado um aumento no limiar de retirada de pata, e, devido ao fato de estes
animais ndo apresentarem uma retomada da nocicep¢do, como era o esperado, as
analises foram encerradas cinco dias ap6s o IS (Fig 1A).

Na figura 1B podemos observar que apds 10 dias a indug¢do com a injecdo de
salina acidificada o animal levou a queda do limiar de retirada de pata indicando
nocicepcdo mecanica, ¢ voltando a medida basal 30 dias apds a injecdo de salina
acidificada indicando que os animais ja ndo estavam com dor. Apods o isolamento social
foi observado nao teve aumento no limiar de retirada de pata e devido ao fato de estes
animais ndo apresentarem uma retomada da nocicep¢dao, como era o esperado, as

analises foram encerradas cinco dias apos o IS.
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Figura 1: Limiar de retirada da pata esquerda contralateral a inje¢do(A) e pata direita ipsilateral
a injecdo (B) (gramas) em diferentes dias apds a terceira aplica¢do de salina acidificada (pH 4)
no musculo gastrocnémio de camundongos machos em comparagao a animais controle.

(*); (¥%); (***): Significancia obtida a partir da analise de multicomparag¢do. Para alfa < 0,05, <

0,01, <0,001.
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5.2. Resposta nociceptiva térmica apos injecao de salina acidificada (pH: 4) em

camundongos machos.

Além da nocicepgao mecanica, foi avaliado também a nocicepgao térmica frente
ao estimulo frio com a aplicagdo topica de acetona nas patas dos animais.

Na figura 2A ¢ observada a resposta nociceptiva na pata esquerda dos animais
com fibromialgia induzida com a salina acidificada, onde nd3o apresentaram perfil
diferente dos animais controles, apresentando em ambos um pequeno aumento no
tempo de resposta apos a aplicagdo topica da acetona, sendo assim inconclusivo a
hiperalgesia esperada no modelo. Na figura 2B podemos observar a resposta da pata
direita dos animais com fibromialgia induzida com salina acidificada. O perfil de
resposta dos animais fibromialgicos também acompanha o perfil de resposta dos
animais controles, com um aumento do tempo de resposta frente ao estimulo térmico,
com um pico apos IS no dia 32 e depois uma queda, voltando ao normal o perfil, com os

animais nao apresentando dor.
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Figura 2: Tempo de resposta em segundos apds a aplicacdo topica de acetona na pata esquerda
contra lateral a injecdo (A) e pata direita ipsilateral a injecdo (B), em diferentes dias apds a
terceira aplicagdo de salina acidificada (pH 4) no musculo gastrocnémio de camundongos

machos fibro em compara¢do com animais controle.
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5.3. Resposta ao teste de campo aberto induzido apods injecdo de salina

acidificada (pH: 4) em camundongos machos.

As respostas obtidas na figura 3 sdo referentes ao teste de campo aberto, que
consiste nos parametros: nimero de rearing (3A) (nimero de vezes que o animal se
apoia nas patas traseiras), numero de crossing (3B) ( nimero de vezes que o animal
atravessa um quadrante) e o numero de fezes (3C). Apesar de haver uma queda no
numero de rearing nos animais fibromialgicos em relagdo aos animais controle 10 dias
apos a inje¢ao de salina acidificada, ndo foram evidenciadas diferencas significativas

em nenhum dos parametros observados e as analises foram encerradas no dia 25.
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Figura 3: Numero de vezes que o animal fica apoiado nas duas patas traseira (A) (rearing),
numero de vezes que o anima atravessa os quadrantes desenhados no campo aberto (B)
(crossing), e numero de fezes (C) durante os 5 minutos de teste, em diferentes dias apés a
aplicagdo de salina acidificada (pH 4) no musculo gastrocnémio de camundongos machos fibro

em comparagdo com animais controle.

5.4. Respostas ao teste de Labirinto em Cruz Elevado apos aplica¢io de salina

acidificada (pH: 4) em camundongos machos.

Na figura 1A podemos observar que os camundongos com fibromialgia induzida

com a inje¢do de salina acidificada demonstraram quase o mesmo perfil que os animais
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controle, no tempo de permanecia no brago fechado, mas nao tendo um resultado que
apresentasse diferengas significativas.

Na figura 1B referente ao brago aberto, ¢ observavel uma tendéncia de que os
animais com fibromialgia induzida com a injecao de salina acidificada desprenderam
mais tempo explorando o braco aberto em relagdo ao controle durante os 25 dias apos a
injecdo, mas ndo apresentou diferenca significativa nas respostas ao teste. Contudo, um
incremento no nimero de animais testados deveria ser realizado para se obter resultados

mais robustos.
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Figura 4: Tempo em segundos em que o camundongo se localiza no brago fechado (A) e no
brago aberto (B) do Labirinto em cruz elevado, de acordo com os dias apos a aplicagdo de salina
acidificada (pH 4) no musculo gastrocnémio de camundongos machos fibro comparados com

animais controle.

5.5. Resposta ao teste de suspensio de cauda apos aplicacio de salina

acidificada (pH 4) em camundongos machos.

Na figura 5 podemos observar que apds a aplicacdo de salina acidificada os
camundongos com fibromialgia induzida por salina acidificada ndo apresentaram

resultados com diferenga significativa.
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Figura 5: Tempo em que o camundongo permanece imovel de acordo com os dias apds a
aplicagdo de salina acidificada (pH 4) no musculo gastrocnémio de camundongos machos fibro,

induzidos pela inje¢@o e machos controle.

5.2.1. Resposta nociceptiva mecanica apods aplicaciao de salina acidificada (pH:

4) em camundongos fémeas.

Na figura 6A podemos observar a pata esquerda, contra lateral a aplicagdo de
salina acidificada que o limiar frente ao estimulo mecanico se manteve maior apos a
inje¢do de salina quando comparado a medida basal, mas ndo teve significancia
estatistica.

Na figura 6B referente a pata direita, ipsilateral a aplicagdo de salina, os animais
fibromialgicos apresentaram o perfil de nocicep¢ao ndo esperado, indicando que apds a
aplicagdo da salina acidificada no musculo gastrocnémio ndo ocorreu uma resposta
significativa. Diferente do que foi evidenciado com os camundongos machos, onde nos

primeiros 25 dias os animais demonstraram uma queda no limiar de retirada de pata em
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relagdo ao basal e aos animais controle. O perfil de resposta se manteve parecido com o

basal, e com o grupo controle, mesmo ap6s a indugao de estresse por isolamento social.
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Figura 6: Limiar de retirada da pata esquerda contra lateral a injecdo (A) e pata direita
ipsilateral a injecdo (B) (gramas) em diferentes dias apds a terceira aplicacdo de salina
acidificada (pH 4) no musculo gastrocnémio de camundongos fémeas fibro em comparagdo a

animais controle.

5.2.2. Resposta nociceptiva térmica apos aplicacao de salina acidificada (pH:

4) em camundongos fémeas.

Na figura 7A podemos observar que a resposta ao estimulo frio apds a aplicagao
de salina na pata esquerda (contralateral a aplicagdo), mostrou um perfil de resposta
crescente, diferente do esperado para o modelo, visto que a medida 10 dias apods a
aplicacdo se mantem a mesma que a medida basal, e a mesma que o controle, e apenas
depois de um tempo ocorre um aumento no perfil de resposta. Apds a indugdo de
estresse o perfil de resposta se manteve maior que o basal, sugerindo que o modelo de
inducdo de estresse por isolamento social pode ter alterado a nocicep¢do térmica,
mesmo os dados ndo apresentando nenhuma alteracdo significativa.

Na figura 7B referente a pata direita, contralateral a aplicacdo de salina

acidificada, ndo obteve resposta com significancia estatistica. De qualquer forma, a
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resposta ndo seguiu o modelo, que ¢ apresentado como dor generalizada, mas os

animais tiveram um maior perfil de nocicepg¢do na pata ipsilateral a aplicagdo.
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Figura 7: Tempo de resposta em segundos apods a aplicacdo topica de acetona na pata esquerda
contralateral a injecdo (A) e pata direita ipsilateral a injecdo (B), em diferentes dias apos a
terceira aplicacdo de salina acidificada (pH 4) no musculo gastrocnémio de camundongos

fémeas fibro em comparagdo com animais controle.

5.2.3. Resposta ao teste de campo aberto apds aplicacdo de salina acidificada

(pH: 4) em camundongos fémeas.

Na figura 8A podemos observar o numero de rearing, 8B numero de Crossing, 8C
tempo desprendido no centro, 8D tempo desprendido na periferia, nenhum dos testes

apresentou resultados com significancia estatistica.
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Figura 8: Numero de vezes que o animal fica apoiado nas duas patas traseira (A), numero de

vezes que o anima atravessa os quadrantes desenhados no campo aberto (B), tempo desprendido

no centro (C), e tempo desprendido na periferia (D) durante os 5 minutos de teste, em diferentes

dias apos a aplicagdo de salina acidificada (pH 4) no musculo gastrocnémio de camundongos

fémeas fibro em comparagdo com animais controle.

5.2.4. Resposta ao teste de nado forcado induzida apods aplicacdo de salina

acidificada (pH: 4) em camundongos fémeas.

Na figura 9 podemos observar que o perfil de resposta dos animais induzidos

com a salina acidificada apresentou maior tempo de imobilidade durante os primeiros

15 dias ap6s a injecdo, mas ndo apresentou diferencas estatisticas.
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Figura 9: Tempo em minutos em que o camundongo permanece imovel durante os 4 minutos
de teste, descontando 1 minuto de adaptacdo, em diferentes dias apos a terceira aplicacdo de
salina acidificada (pH 4) no musculo gastrocnémio de camundongos fémeas fibro, em

comparagdo com animais controle.

5.2.5. Resposta ao teste de suspensio de cauda apos aplicacio de salina

acidificada (pH 4) em camundongos fémeas.

Na figura 10 podemos observar que apos a aplicagdo da salina acidificada os
animais nao apresentaram diferencga significativa nas respostas ao teste, nem antes e

nem depois da inducdo de estresse por IS.
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Figura 10: Tempo em que o camundongo permanece imével de acordo com os dias apos a
aplicagdo de salina acidificada (pH 4) no musculo gastrocnémio de camundongos fémeas fibro

em comparagdo com animais controle.

5.3.1. Resposta nociceptiva mecanica apods aplicacio de reserpina em

camundongos machos.

Na figura 10A observamos que ap0s a aplicagao de reserpina o limiar de retirada
os animais ndo apresentaram diferenga significativa, tendo que alterar o n de animais

para poder comprovar o perfil de resposta

Na figura 10B os animais também ndo apresentaram diferencas significativas

nas resposta frente ao teste de nocicep¢do mecanica.
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Figura 10: Limiar de retirada da pata esquerda (A) e pata direita (B) (gramas) em diferentes
dias apo6s a aplicagdo de reserpina intradermal de camundongos machos em comparagdo a

animais controle.

5.3.2. Resposta nociceptiva térmica apos aplicacido de reserpina em camundongos

machos.

Na figura 11A foi observado que apos a aplicacdo da reserpina os animais
induzidos teve um aumento no tempo de resposta mas ndo apresentando respostas

significativas.

Na figura 11B ¢ apresentado a nocicepgao por estimulo frio na pata direita, o

perfil ndo apresentou uma resposta que indicava o esperado.
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Figura 11: Tempo de resposta em segundos apos a aplicacdo topica de acetona na pata esquerda

(A) e pata direita (B), em diferentes dias apds a aplicagdo intradermal de reserpina de

camundongos machos em comparagdo com animais controle.

5.3.3. Resposta ao teste de campo aberto apés aplicacio de reserpina em

camundongos machos.

Na figura 12A podemos observar o numero de rearing, 12B niimero de Crossing, 12C

tempo desprendido no centro, 12D tempo desprendido na periferia, nenhum dos testes

apresentou resultados com significancia estatistica.
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Figura 12: Numero de vezes que o animal fica apoiado nas duas patas traseira (A), numero de

vezes que o anima atravessa os quadrantes desenhados no campo aberto (B), tempo desprendido
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no centro (C), e tempo desprendido na periferia (D) durante os 5 minutos de teste, em diferentes
dias ap0s a aplicacdo intradermal de reserpina em camundongos machos em comparagdo com

animais controle.

5.3.4. Resposta ao teste de nado forcado apds aplicacido de reserpina em

camundongos machos.

O teste de nado for¢ado nos camundongos induzidos com reserpina indicado na
figura 13 mostra que os animais ndo apresentaram um resultado esperado, sendo as

resposta ao teste sem diferencas significativas.
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Figura 13: Tempo em minutos em que o camundongo permanece imovel durante os 4 minutos
de teste, descontando 1 minuto de adaptacdo, em diferentes dias apods a aplicagdo intradermal de

reserpina em camundongos machos, em comparagdo com animais controle.

5.3.5. Resposta ao teste de suspensio de cauda apos aplicacio de reserpina em

camundongos machos.
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Na figura 14 observamos que os animais induzidos com a reserpina nao

apresentara um perfil de resposta com significancia estatistica.
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Figura 14: Tempo em que o camundongo permanece imével de acordo com os dias apos a
aplicagdo intradermal de reserpina em camundongos machos, comparados com animais

controle.

6. DISCUSSAO

A fibromialgia ¢ uma doenga que afeta inteiramente a vida social e também
econdmica dos individuos acometidos pela doenga, visto que os mesmos apresentam
sintomas como disturbios cognitivos, fadiga, rigidez matinal, disturbios de sono, além
de outras comorbidades como a depressdo e ansiedade. Esses sintomas tém grande
impacto negativo na qualidade de vida, prejudicando as relagdes sociais e a vida
econdmica dos individuos (PROVENZA JR et al. 2006). Segundo um estudo feito por
BERGER A et al. (2007) nos Estados Unidos, individuos com fibromialgia tem um

gasto de 3 a 5 vezes maior que individuos em situagdo normal, pois procuram o0s
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servicos médicos e de diagnostico com mais frequéncia comparado a individuos
normais. Segundo a Sociedade Brasileira de Reumatologia (SBR), os individuos com
fibromialgia representam 3% da populacdo brasileira, sendo a segunda doenca mais
frequente em consultérios de reumatologia (CARMONA L et al. 2001). Devido a
incidéncia da doenga na populagdo, e seu impacto socioecondomico, a busca de estudos
que venham compreender a etiologia da fibromialgia ¢ de extrema importancia, e tais
estudos ainda sdo de dificil desenvolvimento devido a falta de um modelo pré-clinico
adequado.

Nao ha um modelo animal capaz de mimetizar a doenga como ocorre em
humanos, o que dificulta os estudos etiologicos. Sabe-se que a doenca ¢ representada
por uma dor generalizada e cronica, acometendo o sistema musculoesquelético,
acompanhado de desordens funcionais como fadiga, disturbios de sono, rigidez matinal
e etc, além de depressao e ansiedade (WOLFE et al. 1990). Os modelos animais usados
na literatura sdo capazes de mimetizar a dor, entretanto a fibromialgia ¢ uma doenca que
além da dor apresenta sintomas de ordem funcional. Assim, é necessario um modelo
animal que além da dor mimetize as demais caracteristicas encontradas na doenga como
ansiedade e depressdo, que se apresentem de maneira recorrente, associadas a um

gatilho como uma situacgao de estresse, como evidenciado em humanos.

6.1.1. Resposta nociceptiva em camundongos machos e fémeas apos a aplicacio de

salina acidificada pH: 4.

De acordo com os dados apresentados nos graficos na figura 1 A e B, e figura 2
A e B, referentes aos testes de nocicepcdo mecanica € térmica em camundongos
machos, o modelo de fibromialgia induzida pela aplicagcdo de salina acidificada (pH4)

no musculo gastrocnémico direito reproduziu os dados ja encontrados na literatura, com
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desenvolvimento de  dor nos camundongos machos durante 25 dias, quando
comparadas com os camundongos controle (LIU Y-T et al. 2014). Com o passar dos
dias a queda do limiar de retirada de pata vai diminuindo e os valores retornam ao basal,
ou seja, os animais ndo apresentam mais um quadro doloroso. Pode-se observar que o
limiar de retirada de pata ¢ menor na pata direita, que € a pata ipsi-lateral ao local da
injecdo da salina, em relacdo as medidas realizadas na pata esquerda. Isto pode se dar
em razao do local da inje¢ao, contudo, por se tratar de um modelo de fibromialgia seria
mais fidedigno da situacdo clinica que a dor se manifestasse de mesma forma tanto no
lado ipsi, quanto no lado contra-lateral a inje¢do da salina. Em humanos ndo h4 uma
lateraliza¢do da dor e a dor da fibromialgia ¢ descrita como difusa pelo corpo (SLUKA
et al. 2009).

Na figura 6 A e B, e figura 7 A e B, podemos observar que a resposta
nociceptiva mecanica e térmica em camundongos fémeas difere da observada em
camundongos machos, e ndo ha diferengas significativas entre o grupo com fibromialgia
e o grupo controle. Este dado nos surpreendeu bastante, uma vez que a fibromialgia ¢é
uma doenga de maior incidéncia em individuos do sexo feminino. Era esperado que
pudéssemos observar uma resposta de dor mais pronunciada em camundongos femeas.
Segundo SLUKA et al. (2003), o modelo de hiperalgesia por aplicagdo de salina
acidificada se desenvolve em camundongos fémeas similarmente ao desenvolvimento
da hiperalgesia em camundongos machos. Apods a indugdo do estresse por isolamento
social os camundongos ndo tiveram uma retomada na dor, como o esperado segundo o
ocorrido com individuos doentes. Em humanos a doenga ¢ acompanhada de
caracteristicas singulares, como a modulacdo dos sintomas na presenca de situagdes de
estresse e ansiedade. como descrito na literatura, estas situagdes podem causar uma

piora nos sintomas da doenga (YUNNUS et al. 1981). Como o modelo de estresse por
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isolamento social ¢ um tipo de modelo de estresse brando, pode ser que nao foi o

suficiente para que a resposta nociceptiva voltasse a se manifestar.

6.1.2. Teste do campo aberto em camundongos machos e fémeas apés a aplicacao

de salina acidificada pH: 4.

Na figura 3 podemos ver os graficos referentes ao numero de rearing (nimero
de vezes que o camundongo fica apoiados apenas nas patas traseiras), o numero de
crossing (nimero de vezes que o camundongo atravessa os quadrantes desenhados no
campo aberto), e o numero de fezes. Na figura 8 podemos observar o numero de rearing
(A), crossing (B), tempo desprendido na periferia (C), e tempo desprendido no centro
(D). As medidas servem para avaliar a capacidade funcional do animal, ¢ assim analisar
se o animal desenvolveu caracteristicas do tipo depressivas ou de ansiedade,
apresentadas no comportamento ao decorrer do teste. Um animal com comportamento
de ansiedade passa um maior tempo na periferia, tentando se esconder da situagdao de
risco, além de aumentar o numero de rearing e de crossing. As respostas em machos e
em fémeas ndo seguiram o descrito na literatura. Podemos perceber na figura3 A, Be C
que o perfil de resposta dos animais em que foi aplicada a inje¢do de salina acidificada
se manteve praticamente igual ao perfil de resposta dos animais controle. Na figura 8 A,
B, C, e D os resultados demonstram um mesmo perfil que os animais controle,
apresentando pouca diferenca com os animais em que foi aplicada a salina acidificada.

Assim, podemos dizer que os animais ndo sofreram alteragdes no sistema
locomotor a partir da aplicacao de salina acidificada pH:4 e responderam ao teste como
os animais controle, diferente do esperado, visto que estudos mostraram que a situagao
de dor em camundongos pode aumentar os comportamentos do tipo ansiedade e

depressao (LIU Y, et al. 2014). Em estudos clinicos em humanos foi observado que os
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sintomas da doencga podem reaparecer ou piorar na presenca de situagdes estressantes
(BECKER RMR, et al. 2010), assim apos o isolamento social o esperado era um
aumento do comportamento do tipo ansiedade, o que nao foi visto nos camundongos

machos e nem fémeas.

6.2. Teste do Labirinto em cruz elevado em camundongos machos e fémeas apos a

aplicacao de salina acidificada pH: 4.

O teste no labirinto em cruz elevada representado na figura 4 apresentam o
tempo desprendido no brago fechado (figura 4 A), e o tempo desprendido no brago
aberto (figura 4 B). O teste consiste na avaliacdo de ansiedade nos animais em que
foram aplicada a inje¢@o de salina acidificada, comparando-os com os animais controle.
Em situagdes normais os animais apresentam aversao ao brago aberto, desprendendo um
maior tempo no brago fechado devido a tendéncia natural de esquiva do animal,
evitando situagdes possivelmente perigosas e conflituosas, assim quanto maior tempo
desprendido no braco aberto maior ¢ o comportamento do tipo ansiedade nos animais.
(LISTER RG, et al. 1987).

Podemos ver na Figura 4 que mesmo que os animais em que foi aplicada a
injecdo de salina acidificada permaneceram maior tempo no braco aberto comparado ao
controle, esses animais também desprenderam um maior tempo no brago fechado,
representando a situagdo de resposta normal, diferente do encontrado na literatura, onde
esta descrito que apos aplicar salina acidificada em ratos que desenvolveram
hiperalgesia de longa dura¢do, mimetizando a dor cronica, os animais foram submetidos
ao teste do labirinto em cruz elevado e campo aberto, e observaram que os animais

desenvolveram comportamentos do tipo ansiedade (LIU Y-T, et al. 2014).
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6.2.1. Teste de suspensio de cauda em camundongos machos e fémeas apds a

aplicacao de salina acidificada pH: 4.

O teste de suspensdo de cauda avalia o comportamento do tipo depressivo nos
animais, de acordo com o tempo de imobilidade, que representa o tempo em que o
animal desiste de fugir da situagdo estressante em que se encontra. Podemos observar na
figura 5 referente aos camundongos machos que os camundongos em que foi aplicada a
injecdo de salina acidificada demonstraram comportamento do tipo depressivo a partir
do tempo de imobilade apenas nos dias 10, 20 e 25, ndo sendo conclusivo, podendo
dizer que apesar dos animais terem apresentado um maior tempo de imobilidade, ndo foi
significativo pra dizer que estavam com o comportamento do tipo depressivo. Em um
estudo prévio, CRISTIANO R, et al. (2010) observou que animais com hiperalgesia
apresentavam um maior tempo de imobilidade, quando comparado com animais
tratados com antidepressivos, sugerindo assim que animais com hiperalgesia de longa
duragdo apresenta um quadro do tipo depressivo.

Na figura 9 referente aos camundongos fémeas observamos que o perfil de
respostas dos animais em que foi injetado a salina acidificada e os animais controle foi
praticamente igual, também demonstrando que o teste ndo foi conclusivo para o
comportamento do tipo depressivo, nem mesmo ap0s o isolamento social, diferente do
encontrado na literatura, onde observaram que o isolamento social aumenta o tempo de

imobilidade dos animais (SIEGFRIED B, et al. 1981).

6.2.2. Teste de nado forcado em camundongos fémeas apds a aplicacdo de salina

acidificada pH: 4.

O teste de nado for¢ado assim como o teste de suspensdo de cauda avalia o

tempo de imobilidade do animal frente a uma situagdo estressante. Em condi¢des
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normais o animal se movimenta mais a procura de sair da situacdo, sendo assim a
imobilidade do animal um indicativo de comportamento do tipo depressivo. Na figura
10 podemos ver que os animais apoOs a aplicacdo de salina ficaram um maior tempo
imovel nos primeiros 15 dias caracterizando um comportamento depressivo em relagao
aos animais controle, e a medida apos a indugao de estresse (dia 35) apesar de nao ser
significante, sugere uma tendéncia destes animais a voltaram a apresentar um perfil de
resposta considerado depressivo em relagdo aos animais controle. Fato este que esta de
acordo com o descrito na literatura, onde no estado de hiperalgesia, ou seja, o periodo
em que o animal esta sentindo dor, ele apresenta um maior tempo de imobilidade
durante o teste de nado forcado, isso devido ao comportamento do tipo depressivo

(SIEGFRIED B, et al. 1981).

6.2.3. Resposta nociceptiva mecinica e térmica em camundongos machos apos a

aplicacdo de Reserpina.

O modelo de hiperalgesia pela aplicacdo intradermal de reserpina ja tem seu
mecanismo descrito e conhecido na literatura, a deplecdo de aminas biogénicas € capaz
de desenvolver a hiperalgesia muscular, e também depressao, pela deplecao das mesmas
no sistema nervoso central (NAGAKURA Y et al. 2009). O objetivo de fazer os testes
no modelo de fibromialgia induzida por reserpina se deu em razdo do modelo com
salina acidificada ndo reproduzir os resultados apresentados na literatura. A nocicepgao
mecanica no modelo pela aplicagdo de reserpina seguiu como o indicado na literatura,
causando dor com duracdo média de uma semana (NAGAKURA Y, et al. 2009). Por
outro lado, o teste de nocicepgdo térmica ndo apresentou diferencas significaticas entre
o grupo controle e o grupo em que foi aplicado a reserpina. NAGAKURA Y, et al.

(2012) demonstrou que apds a aplicacdo de reserpina, os animais apresentam um

48



aumento no tempo de resposta com o estimulo frio. Como o principal ponto do trabalho
era analisar se apds a indugdo de estresse por isolamento social poderia ocorrer a
retomada da dor nos animais, como ocorre em humanos, este modelo se mostrou mais
confidvel, podendo ser promissor em proximos estudos com modelos animais de

fibromialgia.

6.2.4. Teste do campo aberto em camundongos machos apdés a aplicacio de

Reserpina.

No teste de campo aberto com os camundongos machos em que foi aplicado
reserpina, podemos observar pela figura 12 o nimero de crossing e rearing, e na figura
12 o tempo desprendido no centro e na periferia, em situagdes normais o instinto natural
do animal ¢ explorativo, sendo assim um indicativo de ansiedade o animal permanecer
maior tempo na periferia (RODRIGUES et al. 1996). Segundo testes feitos com ratos e
camundongos, apds a aplicacdo de reserpina os animais apresentaram uma queda na
resposta cognitiva no teste de campo aberto, o que nao foi observado no nosso teste,
pois os camundongos mantiveram quase o mesmo perfil que os animais controle, até
desprendendo maior tempo no centro do campo aberto, o que ¢ contrario ao perfil de um
animal com comportamento do tipo ansiedade.

Estes experimentos foram realizados em um ambiente controlado, e com
equipamentos adequados, de maneira mais reprodutivel que no primeiro caso, assim, 0
esperado com o experimento em que foi aplicado a reserpina, era um perfil de resposta
em que o animal apresentasse comportamentos do tipo ansiedade. Contudo, quando se
trata de testes comportamentais em animal existem diversas variantes que podem
influenciar nos resultados, como luminosidade, temperatura, controle sonoro, manuseio,

estado do animal e etc.
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6.2.5. Teste de suspensdo de cauda em camundongos machos apds a aplicacdo

Reserpina.

No teste de suspensao de cauda representado na figura 13 referente ao tempo em
que o animal fica imovel, é possivel observar que os animais apos a aplicagdo de
reserpina apresentou perfil de resposta um pouco maior que os animais controle, mas
ndo foi significativo para dizer que desenvolveram comportamento do tipo depressivo.
Usualmente na literatura os testes para o comportamento do tipo depressdo apresentam
resultados mais robustos, devido ao conhecimento sobre o mecanismo de agdo da
reserpina, que se da pela deplecdo de aminas biogénicas no sistema nervoso central.
Assim, no teste de suspensdo de cauda era esperada uma maior significincia nos
resultados, o que nao foi observado, podendo ser um indicativo da dificuldade de
reproducdo de testes comportamentais encontrados na literatura, devido a diversas
variantes como, estado do animal, estrutura local, falta de treinamento no manuseio,

alteragdes na droga e etc.

6.2.6. Teste de nado forcado em camundongos machos apdés a aplicacio de

Reserpina.

Na figura 14, podemos observar a resposta ao teste de nado for¢ado, sendo o
tempo de imobilidade relacionado com o comportamento do tipo depressivo em
animais. Os animais em que foi aplicado a reserpina, ndo apresentaram um perfil de
resposta significativo. Segundo SERRA A B, et al. 2016 apds a aplicagdo de reserpina
pode-se observar que em ratos havia um aumento no tempo de imobilidade,
caracterizado como comportamento do tipo depressivo. Neste teste observamos que o
comportamento depressivo pode ter sido brando, mas presente, ndo como esperado para

o modelo de hiperalgesia pela aplicagdo de reserpina, visto que na literatura ¢ citado que
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a reserpina ¢ capaz de modular negativamente, ou seja, reduzir as aminas biogénicas no

sistema nervoso central, assim causando depressao (NAGAKURA Y et al. 2009).

7. CONCLUSAO

A partir dos dados referentes aos testes de nocicepg¢ao térmica e mecanica,
juntamente com a avaliagdo de estresse, depressdo e ansiedade, o modelo animal de
fibromialgia induzida pela inje¢do de salina acidificada pH4 no musculo gastrocnémio
de camundongos fémeas e machos apesar de apresentar o perfil de dor esperado durante
os 30 dias de medidas, nao foi capaz de apresentar o perfil esperado apds a indugdo de
estresse por isolamento social, ndo validando o modelo aqui sugerido, € ndo pudemos
mimetizar o que ocorre na fibromialgia em humanos. Os resultados referentes aos
camundongos machos com fibromialgia induzida pela reserpina, também ndo
apresentaram retomada da dor apds a inducgdo de estresse. Novos estudos devem ser
realizados para que se continue a busca por um modelo animal com caracteristicas mais
proximas as evidenciadas na doenca em humanos, favorecendo um maior poder de

translagdo dos resultados encontrados em camundongos nos estudos clinicos.
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