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RESUMO

Pacientes com Fibromialgia apresentam dor cronica generalizada acompanhada por sintomas
associados como depressao, fadiga, distdrbios do sono e disfungéo cognitiva. A prevaléncia é
maior em mulheres e 0 seu diagndstico implica em uma série de complica¢fes na vida do
individuo nos ambitos pessoal e profissional. Atualmente, o tratamento farmacolégico mais
utilizado € baseado em antidepressivos e anticonvulsivantes. Entretanto, estas combinacdes
ndo sdo eficazes para todos os individuos e muitas vezes também ndo contemplam a
totalidade dos sintomas. Este cenario estimula estudos que visam o desenvolvimento de novas
formas de tratamento da Fibromialgia e a utilizacdo das plantas medicinais pode ser uma
alternativa para atenuar os sintomas vividos por estes pacientes. O uso de plantas medicinais
acompanha a histéria humana. Em pesquisas recentes, a espécie Eugenia brasiliensis
apresentou propriedades anti-inflamatdrias e antinociceptivas, justificando a sua utilizagéo
neste estudo. Assim, o0 objetivo deste trabalho consiste em avaliar o efeito do extrato
hidroalcodlico de Eugenia brasiliensis (EHEb) no comportamento nociceptivo de
camundongos submetidos ao modelo de fibromialgia induzido pela reserpina. O tratamento
dos animais foi realizado uma hora antes da aplicacdo do protocolo experimental, nas doses
de 10, 30, 100 e 300 mg/kg. O EHEb, na dose de 300 mg/kg, foi capaz de reduzir a
nocicepcdo avaliada pelos testes de von Frey, Placa Fria e Escala Grimace. Estes dados
corroboram com os existentes na literatura sobre um potencial efeito antinociceptivo de
Eugenia brasiliensis e serve como incentivo para o desenvolvimento de novos estudos com a
planta.

Palavras-chave: Fibromialgia. Dor. Plantas medicinais. Eugenia brasiliensis.






ABSTRACT

Patients with Fibromyalgia suffer from chronic pain followed by associated symptoms such as
depression, fatigue, sleep disorders and cognitive dysfunction. The prevalence is higher in
women and the diagnosis implies a series of complications in the individual's life in the
personal and professional spheres. Currently, the most widely used pharmacological treatment
IS based on antidepressants and anticonvulsants. However, these combinations are not
effective for all individuals and often don’t address the full range of symptoms. This scenario
stimulates studies aimed at the development of new forms of Fibromyalgia treatment and the
use of medicinal plants may be an alternative to attenuate the symptoms experienced by these
patients. The use of medicinal plants accompanies human history. In recent research, the
species Eugenia brasiliensis presented anti-inflammatory and antinociceptive properties,
justifying its use in this study. Thus, the objective of this work consists in evaluating the
effect of the hydroalcoholic extract of Eugenia brasiliensis (HEEb) on the nociceptive
behavior of mice submitted to reserpine-induced fibromyalgia model. Treatment of the
animals was carried out one hour before the application of the experimental protocol at doses
of 10, 30, 100 and 300 mg/kg. HEED, at a dose of 300 mg / kg, was able to reduce nociception
evaluated by the von Frey, Cold Plate and Grimace Scale tests. These data corroborate with
those in the literature on a potential antinociceptive effect of Eugenia brasiliensis and serves
as an incentive for the development of new studies with the plant.

Keywords: Fibromyalgia. Pain. Medicinal plants. Eugenia brasiliensis.
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1 INTRODUCAO

1.1FIBROMIALGIA

A Fibromialgia (FM) é uma sindrome caracterizada por dor crénica, a qual é difusa
por todo o corpo, acompanhada por comorbidades como depressdo, disfuncdo cognitiva,
fadiga e distarbios do sono, sem que haja uma doenca organica como causa deste quadro. A
palavra fibromialgia, termo elaborado na década de 1970 por Smythe e Moldofsky, tem
origem no latim e no grego ¢ significa uma “condi¢do dolorosa no tecido muscular ¢ no
fibroso” (BELLATO et al., 2012). A doenca é conhecida desde o inicio do século XX, porém
foi apenas em 1990 que o Colégio Americano de Reumatologia desenvolveu critérios para
diagnostica-la.

Para ser diagnosticado com FM, até 2010, o paciente precisava apresentar histérico
de dor generalizada abrangendo todo o corpo ha pelo menos trés meses associada a presenca
de dor na palpacdo de, pelo menos, 11 dos 18 tender points - areas que apresentam baixo
limiar de dor a pressdo, (Anexo A) descritos no exame fisico e alguns dos sintomas
associados citados acima, como fadiga e depressdo (WOLFE et al., 1990; GRANGES;
LITTLEJOHN, 1993). Atualmente, os sintomas associados e ndo somente ao limiar de dor
apresentado pelo individuo passou a ter maior importancia de acordo com a Gltima revisdo
dos critérios diagndsticos da FM (WOLFE et al., 2010; FITZCHARLES; YUNUS, 2011).

Nos ultimos nove anos, a avaliacdo dos tender points foi suprimida e os critérios para
o diagndstico da FM estéo sendo baseados em escores do indice de Dor Generalizada (IDG —
Anexo B), relacionado as areas do corpo onde o paciente sentiu dor na ultima semana e da
Escala de Severidade dos Sintomas (ESS — Anexo C), que quantifica a presenca de sintomas
associados; e também na presenca de dor ha pelo menos trés meses, isso partindo-se do
principio que o paciente ndo tenha outra enfermidade que possa causar o quadro algico
(WOLFE et al.,, 2010). Assim, devido as caracteristicas apresentadas, a dor na FM é
considerada nocipléstica, segundo a classificagdo de dor proposta pela Associacao
Internacional de Estudo da Dor (IASP, em inglés). Ou seja, o individuo sente dor sem
existéncia, ou possibilidade, de dano tecidual ou de doenca ou lesdo no Sistema Nervoso

Central (SNC) que justifique a percepcao dolorosa do paciente.
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Com relacdo a prevaléncia, aproximadamente 1,8% da populacdo mundial possui o
diagnostico de FM. A sindrome € mais comum em mulheres, totalizando 3,98% da populacao
feminina e 0,01% dos homens afetados (HEIDARI et al., 2017). No Brasil, a FM afeta
aproximadamente 2,5% da populagdo total, com predominio nas mulheres com idade de 35 a
60 anos (SENNA et al., 2004; CAVALCANTE et al., 2006).

O atendimento a estes individuos sobrecarrega os sistemas de salde e 0s gastos, nos
Estados Unidos, em média, giram em torno de US$ 11.973,00 por paciente ap0s o primeiro
ano de diagnostico. Esta estimativa foi feita baseada em dados de 1999 até 2005, e deve,
portanto, estar defasada (BERGER et al., 2010; SCHUG; GODDARD, 2014). O impacto no
mercado de trabalho também é grande. Anualmente, pacientes com FM faltam, em média, de
23 a 58 dias de trabalho e metade dos pacientes com FM nos Estados Unidos afirma que os
sintomas da sindrome atrapalham suas atividades no ambiente de trabalho (SCHAEFER et al,
2011; WHITE et al. 2008; ROBINSON et al. 2012).

1.2 PROCESSAMENTO DO ESTIMULO DOLOROSO NA FIBROMIALGIA

A capacidade do corpo de perceber estimulos nocivos é de extrema importancia para
0 bem-estar e para a sobrevivéncia do individuo, uma vez que é esta capacidade que permite
com que ocorra uma reacdo a fim de se proteger contra condi¢des prejudiciais a integridade
fisica do individuo (BASBAUM et al., 2009). Entretanto, existem situacdes onde a dor vai
além do seu papel adaptativo de mecanismo de defesa e se torna uma doenca cronica,
causando uma série de prejuizos na qualidade de vida dos individuos (JULIUS; BASBAUM,
2001).

1.2.1 Via ascendente da dor

O processo doloroso tem inicio com a percepc¢do de um estimulo ambiental nocivo
(pode ser de natureza térmica, mecanica ou quimica) por nociceptores presentes nas
extremidades distais dos neurdnios aferentes primarios. S&o terminagdes nervosas livres, com
ramificacOes e sem mielina, capazes de captar e enviar, por meio de potenciais de agéo, este
estimulo da periferia até 0 SNC (BEAR, CONNORS & PARADISO, 2008).

O estimulo segue pela fibra nervosa, do tipo Ad ou C com pouca ou nenhuma

mielina, respectivamente, até o corno dorsal da medula espinal, onde a informag&o dolorosa é
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transmitida a neurdnios secundarios que, por sua vez, sdo responsaveis por leva-la até o
encéfalo, caracterizando a via ascendente da dor (Figura 1). Uma vez no encéfalo, esta
informacdo chega no talamo e é transmitida ao coOrtex somatossensorial, onde sera
interpretada em relacdo a localizagdo e intensidade. Outro caminho possivel é através da
amigdala seguindo até os cértices cingulado e insular, sendo esta via relacionada a
interpretacdo emocional da dor. Assim, a dor envolve tanto componentes sensoriais quanto
emocionais, 0 que garante a complexidade desta experiéncia (BASBAUM et al, 2009).

Além das vias ascendentes, que levam o estimulo doloroso da periferia para o SNC,
este processo de percepcao esta sujeito a acdo de vias descendentes de controle e modulagéo
da dor. Esta via percorre um caminho inverso, trazendo sinalizacéo de regiGes do encéfalo e
da medula espinal a fim de facilitar ou inibir a transmissdo dos sinais dolorosos no corno
dorsal da medula espinal (CHOY, 2015; BANNISTER; DICKENSON, 2016). A ocorréncia
de anormalidades no processamento da dor, comum na FM, pode estar relacionada a
alteragdes nesta via descendente inibitoria e também na ocorréncia de uma sensibilizagao
central (CHOY, 2015).
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Figura 1: Representacéo anatdmica das vias ascendentes da dor.
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Legenda: Os nociceptores levam a informacdo da periferia até o Corno Dorsal da Medula Espinal,
fazem sinapse com interneurbnios que atravessam a Medula e transmitem o estimulo, via neurdnios
secundarios, até o Cortex Somatossensorial (em verde) e os cortices cingulado e insular (em azul),
caracterizando a via ascendente da dor. Fonte: adaptado de Basbaum et al, 20009.

1.2.2 Via descendente da dor e sensibilizacéo central

As principais vias de controle descendente da dor atuam na chegada do estimulo
doloroso no corno dorsal da medula espinal (Figura 2). As regides do mesencéfalo e do tronco
encefalico se comunicam com o corno dorsal da medula espinal, modulando os estimulos
conduzidos até esta regido pelos neurdnios aferentes primarios e também as sinapses que
acontecem na medula espinal, resultando na inibicdo ou facilitagdo do sinal doloroso
(BANNISTER; DICKENSON, 2016).

Na literatura, as vias inibitérias mais bem descritas sdo a serotonérgica-
noradrenérgica e opioidérgica, responsaveis pela liberacdo de serotonina, norepinefrina, e
opidides enddgenos capazes de modular a liberacdo de neurotransmissores excitatorios como
0 glutamato (LEE et al., 2011). Devido a acdo destas vias, o individuo tem uma menor
sensibilidade ao estimulo doloroso. Pacientes com dor cronica apresentam um funcionamento
anormal ou a total inexisténcia destas vias, resultando em uma resposta desproporcional ao

estimulo doloroso inicial, a hiperalgesia, e também em uma resposta de dor a um estimulo
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inécuo, a alodinia (CHOY, 2015). Anélise do liquido cerebrospinal de pacientes com FM
mostrou uma concentragdo mais baixa de serotonina e norepinefrina em relacdo a individuos

saudaveis (RUSSELL et al, 1992).

Figura 2: Representacdo anatdmica das vias descendentes de controle e modulagéo da dor.

Neurdnio de =~ —
transmissdo do
estimulo doloroso

Legenda: As vias descendentes de controle da dor: em verde, a via inibitéria de neurbnios
noradrenérgicos, partindo do Hipotdlamo e do Cértex Cingulado; e em laranja neur6nios
serotoninérgicos que partem da Medula Rostro Ventromedial; esses neurbnios fazem sinapse na
medula espinal e sdo capazes de inibir a transmissdo do estimulo doloroso para o encéfalo. Em rosa a
via ascendente e em vermelho a via descendente facilitadora. Fonte: adaptado de Choy, 2015.

O processo de sensibilizacdo central em pacientes com dor crénica é outra questdo
relevante quando se trata de FM. Na sensibilizacdo central ocorre uma hiperexcitabilidade do
SNC, resultando em um maior processamento de estimulos dolorosos e, consequentemente,
maior sensacdo de dor. Dos mecanismos envolvidos no processo de sensibilizagcdo central
destacam-se as alteragdes na via glutamatérgica, com a ativagdo de receptores NMDA (N-
metil-D-aspartato) em resposta a liberacdo excessiva de glutamato na medula espinal; a

diminuicdo da atividade inibitoria de interneurdnios GABAérgicos, que atuam modulando a
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comunicacdo entre as fibras aferentes primarias e neurbnios secundarios; e a ativacdo da
microglia, em um processo que resulta na liberacdo de moléculas sinalizadoras, incluindo as
citocinas pro-inflamatorias TNF-a, IL-1B e IL-6, as quais contribuem para sensibilizacdo
central (STAUD, 2006; BASBAUM et al, 2009)

Além destes dois mecanismos principais, h4 ainda suspeita de alteragcdes no eixo
hipotalamo-hipofise-adrenal (HHA) e na liberacdo de monoaminas envolvidas no processo
algico (STAUD, 2006). Estudos demonstram alteracdes nos niveis do cortisol, na urina e no
plasma, em pacientes com FM, quando comparados com individuos saudaveis, indicando uma
possivel alteragdo no funcionamento do eixo HHA. Altas concentragcdes de cortisol estdo
relacionadas a uma maior sensibilidade a estimulos dolorosos (CROFFORD et al., 1994).
Com relagdo as monoaminas, Wood e colaboradores (2007) demonstraram que pacientes com
FM néo liberam dopamina da mesma forma que individuos saudaveis frente a um estimulo
doloroso (WOOD et al., 2007). O mesmo acontece com a serotonina, que apresenta baixas
concentracdes em pacientes com FM (ARREOLA et al., 2015). Estas alteracBes nas vias
dopaminérgicas e serotoninérgicas, que também ocorrem nos quadros de depressdo,
contribuem para o quadro de dor generalizada comum na FM (WOOD et al., 2007; CZEH;
NAGY, 2018).

1.2.3 Tratamento

Considerando-se todo o exposto acima, o tratamento farmacol6gico tipicamente
prescrito para a FM consiste em antidepressivos triciclicos (amitriptilina), anticonvulsivantes
(pregabalina e gabapentina), inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina e noradrenalina
(duloxetina e milnacipram), inibidores seletivos da recaptacdo da serotonina (fluoxetina),
relaxante muscular (ciclobenzaprina) e opitides (tramadol), baseados em Diretrizes da Liga
Europeia contra o Reumatismo, Associacao das Sociedades Médicas Cientificas da Alemanha
e a Sociedade Canadense de Dor (KIA; CHOY, 2017).

Devido a complexidade dos sintomas enfrentados pelos pacientes com FM,
alternativas ndo farmacologicas também estdo sendo utilizadas a fim de melhorar a qualidade
de vida e o bem-estar destes individuos. Atividades fisicas, como treinos aerébicos e de forca
de baixa intensidade, psicoterapia, técnicas de controle de estresse e de relaxamento e
acupuntura tém se mostrado eficazes no controle dos sintomas (ROOKS et al., 2007; ABLIN

et al., 2013). Os tratamentos mencionados acima atuam apenas nos sintomas do paciente, 0
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que justifica a necessidade de se estudar a FM a fim de se elucidar sua fisiopatologia e de

encontrar um tratamento eficaz que atue no decurso da sindrome.

1.3 PLANTAS MEDICINAIS

Desde o inicio da historia humana, as plantas com propriedades medicinais tém sido
cultivadas e utilizadas para tratar, curar e prevenir 0s mais variados sintomas e doencas. Este
uso se propaga por todas as culturas e continua relevante, mesmo com os avangos da medicina
tradicional na histdria recente (CALIXTO, 2000; ZUNIC et al., 2017). As plantas apresentam
uma grande diversidade de compostos quimicos que podem apresentar fins terapéuticos,
justificando, assim, o seu estudo farmacoldgico. Atualmente, derivados de produtos naturais
correspondem a 30% do mercado farmacéutico, sendo a fonte mais comum utilizadas no
desenvolvimento de novas drogas (KIRKPATRICK, 2002; BASSO et al., 2005).

O Brasil apresenta uma das maiores biodiversidades do mundo, com duas grandes
areas consideradas hotspots de biodiversidade (Figura 3) - regides biogeograficas com alta
diversidade biologica e concentracdo de espécies endémicas, a Mata Atlantica e o Cerrado,
além do potencial j& parcialmente conhecido da Amaz6nia (MYERS et al. 2000). De um total
que, estima-se, varia entre 350 e 550 mil espécies de plantas, o Brasil ja catalogou
aproximadamente 55 mil, sendo o pais que apresenta maior diversidade de vegetacdo em seu
territorio (FONSECA, 2012).
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Figura 3: Em vermelho, distribuicdo dos hotspots no planeta.

Fonte: adaptado de MYERS et al., 2000.

Com todo este potencial a ser explorado e uma tradicdo de uso das plantas
medicinais pela populagdo, o Conselho Nacional de Saide (CNS) criou, em 2006, a Politica
Nacional de Praticas Integrativas e Complementares no SUS (PNPIC-SUS). Esta politica
pretende incluir uma série de terapias alternativas como opgdes terapéuticas no Sistema Unico
de Saude brasileiro, incluindo a utilizacdo de plantas medicinais. Como forma de estender o
programa, foi desenvolvida, em 2008, a Relagdo Nacional de Plantas Medicinais e
Fitoterdpicos com o intuito de informar a populagdo e de guiar a utilizagcdo das plantas
medicinais e fitoterapicos no tratamento de doencas (BRASIL, 2006, 2008). O exposto acima
mostra a importancia de se estudar a atividade farmacoldgica das plantas medicinais a fim de
consolidar o conhecimento popular ja utilizado e garantir a seguranca da populagao.

1.3.1 Género Eugenia

A familia Myrtaceae estd amplamente distribuida no mundo, com predominancia nas
regides pantropicais e subtropicais e maior concentragdo nas Ameéricas e Australia. De acordo
com a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA), existem aproximadamente
130 géneros e quatro mil espécies no total, 23 géneros e cerca de mil espécies sao endémicas
do Brasil, sendo, assim, uma das maiores familias do pais. Os géneros mais importantes em

territorio brasileiro sdo Eugenia e Myrcia.
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O género Eugenia possui mais de 500 espécies e 400 destas podem ser encontradas
no Brasil, nas regides de Mata Atlantica. Estas espécies apresentam propriedades medicinais e
estudos fitoquimicos ja demonstraram a presenca de compostos como terpenos, flavonoides e
taninos na planta (OLIVEIRA et al., 2005; REYNERTSON et al., 2008; MAGINA et al.,
2009; FLORES et al., 2012; RODRIGUES et al., 2013; MACHADO et al., 2017; TEIXEIRA
et al., 2017). Na medicina popular, o género Eugenia € conhecido por apresentar propriedades
terapéuticas hipotensivas, anti-gota, diurético, antimicrobiano, hipoglicemiante e anti-
inflamat6rio (SCHAPOVAL et al. 1994; AURICCHIO, BACCHI, 2003; GARMUS et al.,
2014).

1.3.2 Eugenia brasiliensis

Eugenia brasiliensis Lamarck (Lam.), uma das espécies do género Eugenia (Quadro
1), é conhecida popularmente no Brasil como ‘grumixama’, ‘grumixameira’, ‘grumixaba’,
‘ibaporoiti’ ou ‘cereja-brasileira’ (Figura 4). Trata-se de uma arvore encontrada na Mata
Atlantica do sul do Brasil, em Santa Catarina, nas cidades de Floriandpolis, Brusque, Ibirama,
Itajai e Joinville. As folhas, frutos e casca sdo utilizados na medicina popular para tratamento
de reumatismo, a infusdo das folhas como diurético e os frutos maduros s&o consumidos na
alimentacdo (REITZ, KLEIN, 1969).
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Quadro 1: Classificagdo cientifica de Eugenia brasiliensis.
Classificacao cientifica

Reino Plantae

Divisdo | Magnoliophyta

Classe | Magnoliopsida

Ordem Myrtales
Familia Myrtaceae
Género Eugenia

Espécie | E. brasiliensis
Fonte: Flora Digital/UFRGS, 2019.

Figura 4: Imagem ilustrativa da arvore de Eugenia brasiliensis (A), flor (B) e fruto (C).

T V' &
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Estudos fitoquimicos realizados com folhas de E. brasiliensis demonstraram a
presenca de compostos fenolicos, como os flavonoides catequina, miricetina, isoquercetina,
rutina, quercetina, apigenina e galangina. Na literatura, estudos utilizando o extrato
hidroalcoolico a partir das folhas de E. brasiliensis demonstraram efeito antibacteriano contra
Staphylococcus aureus, além de efeitos tipo-antidepressivo e anti-inflamatorio,
(PIETROVSKI et al., 2008; MAGINA et al., 2009; COLLA et al., 2012; SIMOES et al.,
2018). Teixeira e colaboradores (2017) demonstraram um possivel efeito antiproliferativo do
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suco da fruta de E. brasiliensis nas células de cancer de mama e Rodrigues e colaboradores
(2013) trabalharam com o 0leo essencial das folhas da planta, que apresentou potencial para
tratar a leishmaniose.

Dados recentes desenvolvidos pelo nosso grupo de pesquisa no Laboratorio de
Neurobiologia da Dor e da Inflamagdo demonstraram, pela primeira vez, efeito
antinociceptivo e anti-inflamatorio do extrato hidroalcodlico das folhas de E. brasiliensis em
camundongos. Foi observado que os animais que foram tratados com a planta e submetidos ao
modelo de nocicepgdo visceral induzida pelo acido acético apresentaram reducao significativa
no nimero de contracGes abdominais, em comparagdo com o grupo controle. Além disto, foi
observado que a planta também promoveu reducdo do comportamento nociceptivo induzida
pela injecdo intraplantar de algogénicos como a histamina, o composto 48/80 e a formalina
(apenas na fase inflamatoria). De nota, o extrato de E. brasiliensis também foi eficaz em
reduzir a nocicepcdo (dor) associada ao modelo de inflamag&o cronica causada por Adjuvante
Completo de Freund (CFA, em inglés), com uma reducgéo da hiperalgesia mecanica e reducao
da concentracdo de de citocinas pré-inflamatorias, como TNF-a e IL-6, quando comparados
ao grupo controle (SIMOES et al., 2018). Estes resultados justificam a continuidade dos
estudos com a E. brasiliensis e a sua utilizacdo neste trabalho como um possivel tratamento

paraa FM.

1.4 MODELO ANIMAL DE FIBROMIALGIA

O modelo de FM desenvolvido por Nagakura e colaboradores (2009) faz uso da
afinidade da reserpina, um alcaloide presente na planta Rauwolfia serpentina, pelos
transportadores de monoaminas vesiculares (VMAT). A reserpina compete com as
monoaminas e bloqueia estes transportadores impossibilitando, assim, a estocagem dos
neurotransmissores nas vesiculas sinapticas e impedindo a sua liberacdo na fenda sinaptica
(Figura 5). Como resultado deste processo, as monoaminas acabam ficando no citosol onde
sdo degradadas (SUDHOF, STARKE, 2008; GOLAN, 2009; LOBAY, 2015). Um dos efeitos
colaterais do uso cronico da reserpina € a depressdo, resultado da deple¢do das monoaminas
no organismo (RANG et al., 2012).
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Figura 5: Representacdo do processo de formacéo e estocagem de serotonina nas vesiculas de
neurdnios serotoninérgicos.
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Legenda: A serotonina, formada a partir do triptofano, se liga ao transportador de monoaminas
vesiculares (VMAT) e assim é estocado dentro das vesiculas até o momento de ser liberado na fenda
sinaptica. No detalhe a acdo da reserpina, bloqueando a VMAT e impedindo a ligacdo do
neurotransmissor, que fica no citoplasma e é degradado. Fonte: adaptado de Golan et al., 2014.

Para investigar o envolvimento da deplecdo das monoaminas no quadro de dor
cronica da FM, ratos Sprague-Dawley machos e fémeas receberam reserpina, pela via
subcutanea, 1 mg/kg, durante trés dias consecutivos. Foi observada uma reducdo no limiar de
pressdo muscular até o 10° dia apo6s a inducdo do modelo, em machos, e até o 7° dia, em
fémeas. O estudo mostrou, também, uma redugdo no limiar de resposta tatil dos animais
machos até o 21° e das fémeas até o 14° dia. Alem disso, as concentra¢Ges de serotonina,
dopamina e noradrenalina apresentaram reducdo significativa por até vinte e um dias apos a
inducdo do modelo nas regides do tdlamo, da medula espinal e do cortex pré-frontal
(NAGAKURA et al., 2009).

A fim de se estudar o componente emocional da dor, a equipe de Nagakura realizou
teste do nado forcado, que avalia 0 comportamento tipo-depressivo dos animais. O tempo de
imobilidade dos animais tratados com reserpina foi maior do que o do grupo controle até o
140 apo6s a inducdo do modelo. Neste protocolo também foram avaliados farmacos utilizados
na clinica, como a pregabalina, duloxetina, pramipexole e diclofenaco, que apresentaram
resultados na reducédo da hiperalgesia mecénica, com excecdo do diclofenaco (NAGAKURA
et al., 2009).
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Quando avaliado sob a otica das validades, o modelo descrito acima cumpre a
validade de face, uma vez que a diminuicdo prolongada do limiar de pressdo muscular e da
alodinia mimetiza a dor muscular dos pacientes com FM, além de conseguir induzir um
quadro tipo depressivo nos animais, comorbidade comum. Também apresenta as validades de
constructo, pois o0 modelo ndo gera nenhuma doenca organica e apresenta a reducdo das
concentracdes das aminas biogénicas semelhante ao observado em pacientes; e preditiva, ja
que os farmacos comumente utilizados para tratar a FM atenuam a nocicepcédo induzida pela
reserpina (NAGAKURA et al., 2009; BEPPLER, 2018)
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2 JUSTIFICATIVA

A FM apresenta uma sintomatologia bastante variada e complexa capaz de
influenciar negativamente na vida pessoal, familiar e profissional do individuo acometido por
esta sindrome, além do impacto financeiro resultante de atendimentos médicos, tratamentos
complementares e remedios (SCHUG; GODDARD, 2014). Na sociedade, ndo se pode deixar
de citar a sobrecarga dos sistemas de saude e a dificuldade de insercdo e de permanéncia no
mercado de trabalho do paciente diagnosticado com FM (SCHAEFER et al., 2011). Com uma
fisiopatologia ainda ndo elucidada (STAUD, 2006) e tratamentos farmacoldgicos que ndo
atendem a todos os pacientes além de apresentarem efeitos colaterais (OKIFUJI, 2016), é de
extrema importancia o estudo da FM para que se possam compreender as suas causas, a sua
acao no organismo, a correlacdo com outras doencas associadas e as formas mais eficientes de
se tratar este conjunto de sintomas. Os modelos de estudos pré-clinicos da FM sdo uma forma
de tentar responder estas questdes. Levando-se em consideracédo todo o potencial existente no
uso de plantas medicinais, o efeito antinociceptivo do extrato de E. brasilienses ja descritos na
literatura sugerem esta planta como uma possivel opcéao para o tratamento da FM, justificando
sua escolha neste estudo (KIRKPATRICK, 2002; SIMOES et al., 2018).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito do extrato hidroalcodlico da planta Eugenia brasiliensis no modelo

animal de fibromialgia induzido pela reserpina em camundongos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Verificar o efeito do extrato hidroalcodlico da planta Eugenia brasiliensis na
resposta sensorial tatil de alodinia

e Analisar o efeito do extrato hidroalcoolico da planta Eugenia brasiliensis na
resposta sensorial ao estimulo térmico de frio

e Examinar o efeito do extrato hidroalcodlico da planta Eugenia brasiliensis na

resposta emocional associada a dor
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 ANIMAIS

Para a realizagdo dos experimentos foram utilizados camundongos (Mus musculus)
Swiss fémeas, com idade entre dois e trés meses e peso entre 35 e 40 gramas, oriundos do
Biotério Central da UFSC. Os animais foram mantidos no Biotério Setorial do Laboratorio de
Neurobiologia da Dor e da Inflamacdo (LANDI), localizado no Departamento de Ciéncias
Fisioldgicas (CFS/CCB), durante todo o periodo de experimentacdo. Os 36 animais utilizados
neste estudo foram subdivididos em grupos de trés e alocados em caixas de polipropileno
(32x20x21 cm) acopladas a uma estante de mini-isolador ventilado (ALESCO, série venti-
life) que garante a troca de ar adequada para uma melhor qualidade de vida dos animais. As
condigdes do ambiente séo controladas, com temperatura de 22° C, ciclo claro/escuro de 12
horas e livre acesso a agua filtrada (Jojaco®) e racdo (BioBase para roedores) proveniente do
Biotério Central da UFSC. Antes do inicio dos experimentos, os animais foram submetidos a
avaliacdo da resposta sensorial tatil (teste de von Frey) e, a partir deste, foram divididos em
grupos de forma randomizada. Todos os procedimentos experimentais realizados neste estudo
foram aprovados pelo Comité do Uso Etico dos Animais da UFSC (CEUA/UFSC) (Protocolo
9675020317 e 8939170718).

4.2 INDUCAO DO MODELO DE FIBROMIALGIA

Para a inducdo do modelo de FM foi utilizada a Reserpina (Sigma-Aldrich, USA), em
modelo adaptado de Nagakura e colaboradores (2009), conforme realizado em estudos
prévios no laboratorio. A reserpina foi administrada aos animais na dose de 0,25 mg/kg, por
via subcutanea (s.c.), uma vez ao dia, por trés dias consecutivos (KLEIN et al., 2014). Para
isso, foi preparada uma solucdo estoque de reserpina com 10 mg em 1 ml de salina e 5% de
Tween 80. A partir desta, foi preparada a dose de 0,25 mg/kg de reserpina utilizada para a
inducdo do modelo. Apos os trés dias de administracdo consecutiva da reserpina foi dado
inicio as avaliagBes experimentais. Os dias de experimento foram contabilizados a partir da

ultima administracdo de reserpina, assim a marcagdo temporal “1° dia” se refere ao primeiro
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dia ap6s a inducdo do modelo. Os animais foram divididos em seis grupos, dos quais cinco
receberam a reserpina (s.c.) para inducdo do modelo de FM e um grupo recebeu apenas o

veiculo (s.c.).

4.3 TRATAMENTO

O extrato hidroalcodlico de Eugenia brasiliensis (EHEb) foi fornecido pelo
Laboratdrio coordenado pela professora doutora Michele Debiase Alberton, localizado no
Departamento de Ciéncias Farmacéuticas da Fundacdo Universidade Regional de Blumenau
(FURB). Este extrato foi obtido das folhas de E. brasiliensis e sua diluicdo realizada em
solucdo salina 0,9%, com administracao por via intragastrica (i.g.). O tratamento foi realizado
uma vez ao dia, sempre uma hora antes da aplicacdo do protocolo experimental, a partir do
primeiro dia apds a indugdo do modelo de FM — o primeiro dia apds os trés dias de
administracdo da reserpina.

Com o intuito de observar a acdo do EHEb no modelo de FM induzido pela
Reserpina, os animais foram divididos em seis grupos e tratados com quatro doses
previamente definidas do EHED: 10, 30, 100 e 300 mg/kg (i.g.). Os outros dois grupos foram

tratados com veiculo do extrato (i.g.), conforme Quadro 2.

4.3.1 Obtencéo e preparo do material vegetal

O extrato foi produzido a partir de folhas da planta E. brasiliensis coletadas na
cidade de Floriandpolis, Santa Catarina, em marco de 2012 (27°36'13.65"S, 48°31'14.75"L).
Apo6s a coleta, o material foi identificado pelo professor doutor Daniel de Barcelos
Falkenberg, do Departamento de Botanica da UFSC, e uma exsicata foi armazenada no
Herbario FLOR da UFSC sob numero 34675. Este material vegetal passou por processos de
secagem e de moagem e, em seguida, foi macerado em solucdo hidroalcodlica, onde
permaneceu por sete dias. Apds este periodo, a solucdo foi filtrada e seca até a evaporacgdo
total do solvente, resultando no extrato bruto utilizado no tratamento dos animais neste
trabalho.



Quadro 2: Identificagdo dos grupos de animais utilizados no estudo.
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Grupos

Tratamento

Salina + Veiculo

Foi administrado veiculo da Reserpina
(10 ml/kg) (s.c.) por trés dias
consecutivos e os animais foram tratados
com veiculo do EHED (10 ml/kg) (i.g.)

Reserpina + EHEDb 10 mg/kg

Foi administrado Reserpina (s.c.) por trés
dias consecutivos e os animais foram
tratados com EHEDb (10 mg/kg) (i.9.)

Reserpina + EHEDb 30 mg/kg

Foi administrado Reserpina (s.c.) por trés
dias consecutivos e os animais foram
tratados com EHEDb (30 mg/kg) (i.g.)

Reserpina + EHEb 100 mg/kg

Foi administrado Reserpina (s.c.) por trés
dias consecutivos e o0s animais foram
tratados com EHEb (100 mg/kg) (i.g.)

Reserpina + EHEDb 300 mg/kg

Foi administrado Reserpina (s.c.) por trés
dias consecutivos e os animais foram
tratados com EHEDb (300 mg/kg) (i.g.)

Reserpina + Veiculo

Foi administrado Reserpina (s.c.) por trés
dias consecutivos e o0s animais foram
tratados com veiculo do EHEDb (10 ml/kg)

(ig.)

Fonte: Elaborado pela autora, 2019.

4.4 DESENHO EXPERIMENTAL

A representacdo temporal da inducdo do modelo de FM seguido

comportamentais realizadas neste trabalho pode ser acompanhada na figura 6.

das avaliacOes
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Figura 6: Esquema do desenho experimental.

INDUCAO DO ; ;
MODELO DIAS APOS A INDUCAO DO MODELO
A A
r N ¢ —
1 2 3 4 5 6 7
B 1 2 3 VF VF VF
PF PF PF
EG EG EG
E

Legenda dos testes realizados: Basal (B); Von Frey (VF); Placa Fria (PF); Escala Grimace (EG);
Eutanasia (E). Fonte: Elaborado pela autora, 2019.

4.5 AVALIACAO COMPORTAMENTAL

Os pacientes com FM apresentam hipersensibilidade a estimulos mecanicos e
térmicos. Com o intuito de investigar estas caracteristicas da FM, foi avaliada a resposta
nociceptiva dos animais a estimulos mecanicos e térmicos e também foi analisada a resposta

subjetiva associada a emocionalidade dos animais a dor.

4.5.1 Avaliacdo da sensibilidade ao estimulo mecéanico

A avaliacdo da alodinia mecanica foi realizada através do teste de filamentos de von
Frey, método up and down, similar ao descrito por Chaplan et al. (1994). Apés serem tratados
com o EHEDb (i.g.), os animais foram colocados individualmente em caixas de acrilico
(9x7x11 cm) sem fundo, que por sua vez estavam apoiadas sob plataformas de malha de
arame fenestrado elevadas a uma altura de 30 centimetros da bancada, permitindo acesso a
superficie ventral da pata traseira direita (BOBINSKI, et al.,, 2011). Os animais foram
aclimatados por 30 minutos e 0 experimento comegou uma hora apos o tratamento com
EHED. Para o teste, os filamentos de Von Frey (0,02; 0,07; 0,16; 0,4; 1,4; 4,0 gramas; VFH,
Stoelting, Chicago, EUA) foram pressionados, verticalmente, na superficie plantar do

membro posterior direito até ocorrer uma curvatura do filamento (Figura 7). A avaliacdo foi
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iniciada com o filamento de 0,4 g e nos casos em que o animal retirou a pata em resposta a
este contato, o proximo filamento utilizado apresentava uma gramatura inferior; quando o
animal ndo removia a pata, a troca foi feita por um filamento de gramatura superior, seguindo
este padrdo até o final do teste (HERVERA et al., 2010). O limiar de resposta foi calculado

utilizando o programa Microsoft Excel®.

Figura 7: Imagem da aplicacdo dos filamentos de VVon Frey na para posterior direita de um dos
animais durante o experimento.

4.5.2 Avaliacdo da sensibilidade ao estimulo térmico

A Placa Fria (AVS system, cold-hot plate, Sdo Paulo, SP, Brazil) foi utilizada para
avaliar a hipersensibilidade dos animais a estimulos frios. Os animais foram colocados
individualmente em um aparato conico, sem fundo e de vidro (11,8 cm de raio) apoiado sobre
uma placa com temperatura de 10°C £ 1°C por um periodo de corte de 120 segundos (Figura
8). O teste consistiu em avaliar a resposta dos animais a temperatura reduzida da placa através
do tempo de laténcia para a exibicdo de comportamentos nociceptivos, como retirada,
movimentos bruscos e lambida da pata traseira direita, conforme descrito por MIKA et al.
(2015). Para o teste, os animais foram aclimatados sobre a placa do aparato por cinco

minutos, antes do inicio do protocolo experimental.



48

Figura 8: Imagem de um dos animais na Placa Fria durante a avaliacdo da sensibilidade térmica.

Fonte: Beppler, 2018.

4.5.3 Avaliacdo subjetiva associada a emocionalidade da dor

A escala Grimace (Anexo D), desenvolvida por Langford e colaboradores (2010), foi
utilizada para avaliar as expressoes faciais de dor dos camundongos, auxiliando, assim, na
compreensdo da experiéncia de dor espontanea dos animais. Para que isto seja possivel, sdo
avaliados cinco pardmetros: o estreitamento da area orbital, a protuberancia do nariz, a
protuberancia do rosto através da aparéncia do musculo da bochecha, a alteracdo na posicado
das orelhas e a alteragdo na posicdo das vibrissas. Estes pardmetros sdo classificados de
acordo com um escore que varia entre 0 (ndo presente), 1 (moderadamente visivel) e 2
(severo), conforme mostra a figura 9. Para este teste, os animais foram colocados
individualmente em caixas de acrilico (9x7x11 cm) por 30 minutos e, em seguida, foi
realizada a observacdo e pontuacdo dos parametros descritos acima a fim de se avaliar a

expressao facial do animal.
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Figura 9: Desenho esquematico das alteracOes faciais analisadas na Escala Grimace

NO PAIN INTENSE PAIN

i© © © 6 o

Fonte: adaptado de Wootton, 2010.
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4.6 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram analisados no software Graph Pad Prism for Windows versédo
6.01 (Graph Pad Software, La Jolla, CA, EUA). Os testes realizados consistiram na analise de
variancia (ANOVA) de duas vias, seguida do teste de Turkey, para multiplas comparacgdes.
Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média (E.P.M.) dos dados

analisados. Para todas as analises foi empregado um nivel de significancia para p < 0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 EFEITO DO EHEb NO COMPORTAMENTO DOS ANIMAIS COM FIBROMIALGIA:
ALODINIA MECANICA

Seguindo o0 modelo de inducdo de FM descrito acima e previamente padronizado no
nosso laboratério (LANDI) em camundongos fémeas, a avaliacdo da sensibilidade ao
estimulo mecéanico foi realizada por meio do teste de filamentos de von Frey. Este estudo
demonstra que todos os grupos partiram de um mesmo limiar basal (B) de sensibilidade
mecanica e que esta resposta comecou a variar entre 0s grupos ap6s a administracdo da
reserpina, permanecendo os grupos Salina + Veiculo e o Reserpina + Veiculo com o limiar
mecanico mais alto e mais baixo entre os grupos, respectivamente. A avaliacdo do efeito do
EHEDb ocorreu no primeiro, terceiro e sétimo dia apds a inducdo do modelo e uma hora apés o
tratamento com EHEDb.

A Figura 10 mostra que o EHEb promoveu uma reducdo dependente de dose na
alodinia mecénica presente no modelo de FM induzida pela reserpina. Os dados apresentados
na figura 10A mostram comportamentos nociceptivos diferentes entre os grupos tratados com
EHEb nas diferentes doses. O grupo Reserpina + EHEb 300 mg/kg apresentou resposta
semelhante ao grupo Salina + Veiculo nos trés dias de avaliacdo. Ja o grupo Reserpina +
EHEb 10 mg/kg apresentou resposta semelhante ao grupo Reserpina + Veiculo, no mesmo
periodo temporal, apresentando diferenca significativa com o grupo Salina + Veiculo no
primeiro e no terceiro dia, com P < 0,05 e P < 0,0001, respectivamente.

O grupo Reserpina + EHEb 30 mg/kg apresentou uma queda no limiar mecéanico
apos a administracdo da reserpina, se aproximando da resposta do grupo Reserpina + Veiculo
ao longo dos 7 dias de experimento, apresentando diferenca significativa com o grupo Salina
+ Veiculo no terceiro dia (P < 0,001). A resposta do grupo Reserpina + EHEb 100 mg/kg foi
similar, apresentou uma diferenca significativa com o Salina + Veiculo no terceiro dia (P <
0,001), porém o limiar de sensibilidade dos animais aumentou no sétimo dia. A Fig. 10B
mostra os dados da area sob a curva e confirma que os animais do grupo Reserpina + Veiculo

apresentaram menor area sob a curva em relacdo ao grupo Salina + Veiculo, indicando maior
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resposta de dor. Além disto, pode-se observar que somente o grupo Reserpina + EHEb 300

mg/kg foi significativamente maior em relacdo ao grupo Reserpina + Veiculo.

Figura 10: Efeito do tratamento com EHED na alodinia mecanica.
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Legenda: O painel A apresenta o efeito da administracdo de E. brasiliensis na sensibilidade mecénica
dos animais com fibromialgia, enquanto o painel B apresenta a area sob a curva deste efeito. Cada
ponto representa grupos de 6 animais, e a linha vertical indica o S.E.M. Os asteriscos denotam o0s
niveis de significancia comparados ao grupo Salina + Veiculo. *P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001 e
****p < (0,0001. Os sustenidos denotam os niveis de significancia comparados ao grupo Reserpina +
Veiculo. #P < 0,05. (ANOVA de duas vias seguido do teste Turkey). B: limiar basal; 1: primeiro dia
apo6s administracdo da reserpina; 3: terceiro dia ap6s administracdo da reserpina; 7: sétimo dia apds
administracdo da reserpina. Fonte: Elaborado pela autora, 2019.
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5.2 EFEITO DO EHEb NO COMPORTAMENTO DOS ANIMAIS COM FIBROMIALGIA:
HIPERALGESIA TERMICA AO FRIO

Com o intuito de avaliar o efeito do EHEb na sensibilidade térmica ao frio, foi
realizado o teste da Placa Fria, no primeiro, terceiro e sétimo dia ap6s a inducéo do modelo e
logo apos ao teste de von Frey. Foi possivel observar que todos os grupos partiram de um
tempo de laténcia basal (B) similar e que o tempo de permanéncia na superficie do aparato
variou entre 0s grupos apés a administracdo da reserpina. A media de resposta do grupo
Salina + Veiculo permaneceu proxima ao teto de 120 segundos durante todo o experimento,
exceto no sétimo dia quando apresentou ligeira queda, com diferenca estatistica significativa
em relacdo ao grupo Reserpina + Veiculo no primeiro e terceiro dia (P < 0,0001).

A Figura 11 mostra que o grupo Reserpina + EHEb 300 mg/kg apresentou resposta
similar ao Salina + Veiculo, com diferenca significativa em relacdo ao grupo Reserpina +
Veiculo nos trés dias de teste (P < 0,001 nos dias 1 e 7 e P < 0,0001 no dia 3).
Comportamento similar foi apresentado pelo grupo Reserpina + EHEb 100 mg/kg, com
diferenca significativa nos dias 3 e 7 (P < 0,0001 e P < 0,01, respectivamente) em relacdo ao
grupo Reserpina + Veiculo. Ja os grupos Reserpina + EHEb 30 mg/kg e Reserpina + EHEDb 10
mg/kg apresentaram resposta similar ao grupo Reserpina + Veiculo, com tempo de
permanéncia na Placa Fria mais baixo no primeiro dia e gradualmente maior nos dias
seguintes, terminando o sétimo dia com uma diferenca menor entre os seis grupos. A Fig. 11B
mostra os dados da &rea sob a curva e confirma que os animais do grupo Reserpina + Veiculo
apresentaram menor area sob a curva em relagdo ao grupo Salina + Veiculo, indicando maior
resposta de dor. Além disto, pode-se observar que as areas dos grupos Reserpina + EHEb 30
mg/kg, Reserpina + EHEb 100 mg/kg e Reserpina + EHEb 300 mg/kg foram

significativamente maior em relagdo ao grupo Reserpina + Veiculo.



54

Figura 11: Efeito do tratamento com EHEb na sensibilidade térmica ao frio.
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Legenda: O painel A apresenta o efeito da administragdo de E. brasiliensis na sensibilidade térmica
dos animais com fibromialgia, enquanto o painel B apresenta a area sob a curva deste efeito. Cada
ponto representa grupos de 6 animais, e a linha vertical indica o S.E.M. Os asteriscos denotam 0s
niveis de significancia comparados ao grupo Salina + Veiculo. *P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001 e
****p < (0,0001. Os sustenidos denotam os niveis de significancia comparados ao grupo Reserpina +
Veiculo. #P < 0,05; ##P < 0,01; ###P < 0,001 e ####P < 0,0001. (ANOVA de duas vias seguido do
teste Turkey). B: limiar basal; 1: primeiro dia ap6s administragdo da reserpina; 3: terceiro dia apds
administracdo da reserpina; 7: sétimo dia ap6s administracdo da reserpina. Fonte: Elaborado pela
autora, 2019.
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5.3 EFEITO DO EHEb NO COMPORTAMENTO EMOCIONAL DOS ANIMAIS COM
FIBROMIALGIA: PONTUACAO NA ESCALA GRIMACE

A Figura 12 mostra o efeito do EHEb na média de pontuacdo dos animais no teste de
Grimace. Esta escala foi utilizada com a finalidade de avaliar o componente emocional
subjetivo no quadro de dor generalizada dos animais tratados com reserpina. A analise da
expressao facial dos animais foi realizada logo antes do inicio do teste de von Frey, no
primeiro, terceiro e sétimo dia apds a inducdo do modelo, uma hora ap6s o tratamento com o
EHEDb. Os dados demonstram que, em avalia¢do prévia a administracao de reserpina, todos o0s
animais receberam escore zero em todos os cinco parametros avaliados, partindo, assim, de
uma mesma media basal (B). A pontuacdo do grupo Salina + Veiculo permaneceu linear
durante os trés dias de teste. A Fig. 12B mostra os dados da area sob a curva e confirma que
0s animais do grupo Reserpina + Veiculo apresentaram menor area sob a curva em relacdo ao
grupo Salina + Veiculo, indicando maior resposta de dor. Além disto, pode-se observar que
somente o grupo Reserpina + EHEb 300 mg/kg foi significativamente maior em relacdo ao
grupo Reserpina + Veiculo.

Ap0s os trés dias de administracdo da reserpina, foi possivel observar alteracdes nas
expressoes faciais dos camundongos (Figura 13), indicando que os animais apresentaram
algum grau de nocicepc¢do. Todos 0s animais dos grupos de receberam reserpina apresentaram
um aumento relevante no escore do teste, com a mesma diferenca estatistica em relacdo ao
grupo Salina + Veiculo durante os trés dias de avaliacdo (P < 0,0001). No sétimo dia, a
pontuacdo do grupo Reserpina + EHEb 300 mg/kg comegou a diminuir, se aproximando do
Salina + Veiculo, o que resultou em uma diferenca significativa entre aquele e o grupo

Reserpina + Veiculo (P < 0,01).
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Figura 12: Efeito do tratamento com EHEb no componente emocional associado a dor (Escala

Grimace).
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Legenda: O painel A apresenta o efeito da administracéo de E. brasiliensis na variagdo do escore da
Escala Grimace dos animais com fibromialgia, enquanto o painel B apresenta a area sob a curva deste
efeito. Cada ponto representa grupos de 6 animais, e a linha vertical indica o S.E.M. Os asteriscos
denotam os niveis de significancia comparados ao grupo Salina + Veiculo. ****p < (,0001. Os
sustenidos denotam os niveis de significancia comparados ao grupo Reserpina + Veiculo. ##P < 0,01.
(ANOVA de duas vias seguido do teste Turkey). B: limiar basal; 1: primeiro dia apds administracdo
da reserpina; 3: terceiro dia ap6s administracdo da reserpina; 7: sétimo dia ap6s administracdo da
reserpina. Fonte: Elaborado pela autora, 2019.
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Figura 13: Fotog_]rafias de animais do grupo Salina + Veiculo (A) e Reserpina + Veiculo (B).

Legenda: llustracdo da diferenca na expresséo facial entre animais de grupos diferentes. Destaque para
a diferencga na abertura orbital, posicéo das orelhas e aparéncia das bochechas dos dois animais. Fonte:
Elaborada pela autora, 2019.
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6 DISCUSSAO

Este estudo foi realizado com a intengdo de somar a literatura ja existente possiveis
novos tratamentos para a FM e também de expandir o conhecimento sobre o uso e a eficécia
da planta medicinal E. brasiliensis. A FM foi induzida conforme descrito por Nagakura e
colaboradores (2009) devido a sua robustez, uma vez que atende aos trés postulados
necessarios para se validar um modelo, os quais sdo validade de analogia, preditiva e teorica
(NAGAKURA, 2009). Este modelo foi anteriormente padronizado em camundongos fémeas,
devido a alta prevaléncia da sindrome em mulheres, pela nossa equipe do LANDI e
apresentou resultados condizentes com o que se observa na literatura, reforcando a
consisténcia desta metodologia (BEPPLER, 2018).

Os pacientes com FM apresentam hipersensibilidade a diversos tipos de estimulos,
entre estes, o tatil. E comum que pessoas com a sindrome apresentem uma resposta dolorosa
desproporcional a intensidade do estimulo aplicado. Outra caracteristica comum € a presenca
de sensacdo dolorosa frente a estimulos in6cuos a pessoas saudaveis (BRADLEY, 2009).
Assim, a avaliacdo da sensibilidade mecénica nos estudos de FM é essencial para a
reproducdo fiel da sintomatologia. Os dados obtidos nesta pesquisa, apos a inducdo da FM
através da administracdo da reserpina, vao ao encontro do que ja vem sido mostrado em
estudo pré-clinicos e clinicos.

Os animais que receberam reserpina apresentaram hiperalgesia mecéanica no
primeiro, terceiro e sétimo dia de avaliacdo. Este era o resultado esperado, uma vez que
Beppler (2018) demonstrou que o quadro de dor generalizada permanece até o 21° dia apds a
inducdo do modelo em camundongos, dado semelhante ao exposto por Nagakura e
colaboradores (2009) que constataram a permanéncia de um baixo limiar de resposta a
estimulos mecénicos até o 14° dia, em ratas. Em recente estudo, Nagakura e colaboradores
(2018) avaliam a possivel relagéo entre a disfungéo no sistema de monoaminas causada pela
reserpina e o quadro algico dos animais. Os dados apresentados pela equipe indicam que a
diferenga no limiar mecénico entre o grupo que recebeu reserpina e o grupo salina permanece
significativa até o sétimo dia de testes (NAGAKURA et al., 2018).

O ser humano possui a capacidade de perceber e identificar estimulos térmicos

nocivos ao seu organismo, a fim de tomar medidas que evitem qualquer prejuizo para o
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individuo (MCKEMY, 2013). As estruturas envolvidas neste processo de percepcdo térmica
estdo no trato espinotalamico, responsavel por levar as informacgbes relacionadas a
temperatura ao encéfalo, através das fibras nervosas que conduzem este estimulo e dos
termorreceptores (como os TRP’s) que captam a informag¢do do ambiente. O que acontece em
algumas patologias é o desenvolvimento de uma resposta exacerbada a baixas temperaturas
(BELMONTE; BROCK; VIANA, 2009; YIN et al., 2015).

Esta é uma ocorréncia comum a pacientes com FM - uma resposta dolorosa a
estimulos térmicos, principalmente ao frio (BRADLEY, 2009). Os resultados obtidos neste
estudo demonstram uma reducdo no tempo de laténcia na Placa Fria dos animais que
receberam reserpina em relacdo ao grupo salina. Esta reducdo foi observada no primeiro e
terceiro dias, com leve aproximacdo ao grupo salina no sétimo dia de experimento. Esses
dados vao ao encontro do que foi observado por Beppler (2018), onde também foi verificada
uma redugdo no tempo de permanéncia na superficie do aparato no primeiro e no sexto dia de
avaliacdo.

Algumas pesquisas realizadas nas Ultimas décadas tém apontado uma relacéo entre a
deplecdo de monoaminas causada pela reserpina e a interpretacdo dos estimulos térmicos pelo
hipotdlamo (CRANSTON; ROSENDORFF, 1967), além da interferéncia que este
desequilibrio pode estar causando no recebimento, na interpretacdo e no controle dos
estimulos térmicos (TAN; KNIGHT, 2018). Ishiwata & Greenwood (2017) observaram um
aumento de serotonina no hipotdlamo de ratos expostos a temperaturas de 5°C por periodos de
trés horas, indicando um possivel mecanismo de producdo de calor quando o animal esta
exposto a baixas temperaturas. Com este sistema monoaminérgico prejudicado, também
estaria prejudicado o mecanismo de producdo de calor, 0 que pode ter conexao com o baixo
limiar de toleréncia ao frio presente na FM.

Na tentativa de expandir a avaliacdo do modelo de FM para além dos testes de
quantificacdo de sensibilidade mecénica e térmica, foi realizada, também, uma investigacao
subjetiva buscando identificar o componente emocional presente no quadro nociceptivo. Esta
analise foi verificado por meio da utilizacdo da Escala Grimace, que mensura, por meio de
escores, a expressdo facial dos animais para cinco parametros indicativos de comportamento
nociceptivo. Este estudo mostrou, através da aplicacdo desta escala, que 0s animais
apresentaram uma modificacdo facial perceptivel compativel com o que foi proposto por
Langford e colaboradores (2010) como uma expressao facial compativel com a experiéncia

dolorosa.
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Os animais tratados com reserpina apresentaram um aumento na pontuagéo na escala
no primeiro, terceiro e sétimo dia apds a inducdo do modelo, novamente indo ao encontro do
que foi observado por Beppler (2018) que demonstrou uma variacdo semelhante nos dez
primeiros dias apés a inducdo do modelo. A avaliagdo do estado emocional dos animais em
processo algico verificado pela Escala Grimace tem sido realizada nas mais diversas
pesquisas com animais, como em modelos de craniotomia (CHO et al., 2019), inducéo
cirurgica de infarto do miocardio (FALLER et al., 2014) e injecdo intra-plantar de carragenina
(LEUNG et al., 2016).

O presente estudo verificou que o extrato da planta medicinal de E. brasiliensis foi
capaz de inibir o comportamento nociceptivo causado pela administragcdo de reserpina quando
avaliado nos testes de von Frey e Placa Fria, na dose de 300 mg/kg. O extrato foi também
eficaz na reducdo da pontuacdo da Escala Grimace dos animais que receberam a dose de 300
mg/kg, corroborando com o que foi observado nos testes de sensibilidade mecénica e térmica
ao frio. A atividade antinociceptivo do EHEb j& havia sido investigada por Simdes e
colaboradores (2018) que mostraram a eficacia do extrato em modelos de dor inflamatoria
visceral e somatica em camundongos. O efeito no comportamento tipo-depressivo dos
animais também foi estudado por Colla e colaboradores (2012) que mostraram uma reducao
na imobilidade de animais tratados com a planta no teste da suspens3o pela cauda. E possivel
que este efeito do EHED esteja relacionado com a interacdo de compostos fendlicos presentes
na planta no sistema monoaminérgico, interferindo, assim, na disponibilidade destes
neurotransmissores na fenda sinaptica (MACHADO et al., 2008). Esta hip6tese de atuacdo do
EHEDb nas vias moniaminérgicas pode explicar a eficacia do tratamento da E. brasiliensis
neste trabalho.

Os resultados obtidos nesta pesquisa fortalecem o que ja esta descrito na literatura
relacionado ao modelo animal de FM induzido pela reserpina e também aos efeitos
antinociceptivos do extrato da planta medicinal E. brasiliensis. Estes dados representam um
segmento inicial da avaliagcdo do efeito do EHEb no modelo de FM induzida pela reserpina,
onde foram avaliados componentes sensoriais de dor - a hiperalgesia mecanica e térmica. Os
resultados positivos alcangados nesta etapa estimulam a continuidade e o desenvolvimento de

novas etapas deste estudo, expandindo as analises para componentes emocionais da dor
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através de testes que avaliam o comportamento tipo-depressivo e aneddnico dos animais a fim

de se complementar o entendimento da acdo do EHEb na sintomatologia geral da FM.
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7 CONCLUSAO

Conclui-se com este trabalho que a reserpina foi capaz de induzir um quadro
nociceptivo similar ao da FM, no qual os animais apresentaram hipersensibilidade a estimulos
mecanicos e térmicos, e onde também foi possivel observar alteragdes na expressdo facial
condizentes com 0s aspectos emocionais de dor. Foi observado durante o estudo que o
tratamento com o extrato hidroalcodlico de E. brasiliensis foi capaz de inibir o
comportamento nociceptivo dos animais, na dose de 300 mg/kg, mostrando o efeito
antinociceptivo da planta. Mais estudos sdo necessarios para se expandir o conhecimento

sobre a eficacia do EHEDb na sintomatologia diversa da FM.
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ANEXO A - Localizagao dos tender points avaliados
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Tender points (bilateral):

Regiao suboccipital

Regido cervical

Borda superior do trapézio (ponto medio)

Regido supraescapular

Segunda costela (jungao costocondral)

Epicondilo lateral

Regido glutea (laterosuperior)

Regiao do trocanter maior

Joelho (regido medial)

Fonte: Beppler, 2018.
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ANEXO B - Indice de Dor Generalizada (IDG)
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Mandibula esquerda

Abdome

Coxa esquerda

Mandibula direita

Dorso superior

Perna direita

Pescoco

Dorso mferior

Perna esquerda

Ombro direito

Quadril direito

Brago direito

Ombro esquerdo

Quadril esquerdo

Brago esquerdo

Torax

Coxa direita

Antebraco esquerdo

Antebraco direito

Fonte: Beppler, 2018.



74



ANEXO C - Escala de Severidade dos Sintomas (ESS)
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Determinar com que intensidade
os 3 sintomas ocorreram na
ultima semana:

Especificar a quantidade de sintomas
somaticos, por exemplo:

— Fadiga

—  Sindrome intestino uritavel

—  Sono nao restaurador

—  Depressao

—  Sintomas cognitivos

—  Cefaleia

0: sem sintoma 1: leve
2: moderado 3: severo

0: sem sintomas 1: poucos sintomas
2: numero moderado de sintomas
3: grande niumero de sintomas

Fonte: Beppler, 2018.
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ANEXO D - Escala Grimace

Not present Moderate

0

u

Cheek bulge
Ear position

Whisker change
Fonte: Langford et al., 2010.
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