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RESUMO

A fibromialgia, ¢ uma sindrome de dor cronica generalizada associada a
sintomas cognitivos e somaticos, como a depressdo. Sua prevaléncia é
maior no sexo feminino e o seu tratamento farmacolégico é baseado
principalmente em antidepressivos e anticonvulsivantes. Contudo a
interrupcdo ou a troca do medicamento, demonstram a insatisfacdo dos
pacientes. Portanto, a busca por novos tratamentos que reduzam os sinais
e sintomas desta sindrome sdo de grande importancia. As plantas
medicinais sdo utilizadas h4 muito tempo para o tratamento de doencas
de origens diversas. Uma dessas plantas é a Polygala paniculata, que em
diversos estudos seu extrato mostrou efeito antinociceptivo,
antidepressivo, neuroprotetor e anti-inflamatério. Por essa razdo este
trabalho, visa avaliar os efeitos do extrato hidroalcodlico da planta
Polygala paniculata (EHPp) no comportamento sensorial e emocional de
camundongos submetidos ao modelo de fibromialgia induzido pela
reserpina. O tratamento com o extrato foi feito nas doses de 10, 30 e
100mg/kg pela via intragastrica duas horas antes dos testes
comportamentais. O EHPp foi capaz de reduzir a nocicepcdo avaliada
pelos testes de VVon Frey, Placa Fria e Escala Grimace. O EHPp (10 e 100
mg/kg) e a amitriptilina (30 mg/kg) foram capazes de reverter o perfil tipo
depressivo causado pela reserpina no teste do nado for¢ado, mas nédo
conseguiram prevenir a hipolocomocéo gerada pela reserpina no teste do
campo aberto. Todos esses dados sugerem o potencial efeito
antidepressivo e analgésico da Polygala paniculata, portanto mais
estudos devem ser feitos sobre EHPp.

Palavras-chave: Fibromialgia. Dor. Analgesia. Planta medicinal.
Polygala paniculata.






ABSTRACT

Fibromyalgia is a chronic generalized pain syndrome associated with
cognitive and somatic symptoms, such as depression. Its prevalence is
higher in females and its pharmacological treatment is mainly based on
antidepressants and anticonvulsants, however the interruption or
exchange of the drug, demonstrates the patients' dissatisfaction.
Therefore, the search for new treatments that integrate the signs and
symptoms of this syndrome are of great importance. Medicinal plants
have long been used for the treatment of diseases of diverse origins. One
such plant is Polygala paniculata, which in several studies showed its
antinociceptive, antidepressant, neuroprotective and anti-inflammatory
effect. For this reason, this study aims to evaluate the effects of the
hydroalcoholic extract of the plant Polygala paniculata (EHPp) on the
behavior of female mice in the animal model of fibromyalgia induced by
reserpine. The treatment with the extract was done at doses of 10, 30 and
100 mg / kg intragastric two hours before the behavioral tests. EHPp was
able to prevent nociception caused by reserpine as assessed by VVon Frey,
Cold Plate and Grimace scale tests. EHPp (10 and 100mg / kg) and
amitriptyline (30mg / kg) were able to reverse the depressed profile
caused by reserpine in the forced swimming test but were unable to
prevent reserpine-generated hypolocomotion in the open field test. All
these data suggest its potential antidepressant and analgesic effect,
therefore more studies should be done about EHPp.

Keywords: Fibromyalgia. Pain. Analgesia. Medicinal plant. Polygala
paniculata.
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1 INTRODUCAO
1.1 HISTORIA

Inicialmente a fibromialgia (FM) era conhecida como fibrosite,
termo criado em 1904 por Gowers. Em 1950, Graham apresentou o
conceito de sindrome dolorosa, porque a mesma ndo apresentava uma
doenga organica de base para gerar o quadro. Smythe e Moldofsky
criaram o termo fibromialgia e identificaram os tender points (BELLATO
et al., 2012). A palavra fibromialgia tem origem no latim e no grego,
significando uma condicéo dolorosa no tecido muscular e fibroso. Seu
coédigo de acordo com a Classificagdo Internacional de Doencas e
Problemas Relacionados com a Salde (CID 10) é M79,7 (JUNIOR,;
GOLDENFUM,; SIENA, 2012).

1.2 DIAGNOSTICO DA FIBROMIALGIA

Em 1990, o Colégio Americano de Reumatologia, propods critérios
para diagnosticar a fibromialgia. Para preencher os critérios de
classificagdo da sindrome, os pacientes teriam que apresentar historia de
dor generalizada h& pelo menos trés meses e a presenga de dor no lado
esquerdo e direito do corpo, no esqueleto axial e acima e abaixo da
cintura, sendo tudo isso associado a presenca de dor a palpagdo em 11 dos
18 tender points no exame fisico e sintomas associados como fadiga,
distrbios do sono, rigidez matinal, depresséao, entre outros (WOLFE et
al., 1990). Os tender points sdo areas que apresentam um baixo limiar a
dor a presséao e os pacientes que sofrem com fibromialgia possuem uma
diminuicdo no limiar de dor corporal, tornando esses pontos mais
sensiveis a palpacdo (GRANGES; LITTLEJOHN, 1993). A especificacdo
dos tender points estdo apresentados no Quadro 1.
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Quadro 1 - Especificacdo dos tender points.
Tender points (bilateral):
— Regido suboccipital
— Regido cervical
—  Borda superior do trapézio (ponto médio)
— Regido supraescapular
—  Segunda costela (jungdo costocondral)
—  Epicondilo lateral
— Regido glatea (laterosuperior)
— Regido do trocanter maior
Joelho (regido medial)
Fonte: Adaptado de WOLFE et al (1990).

Entretanto, ap6s 20 anos da classificacdo proposta pelo Colégio
Americano de Reumatologia, os critérios foram reavaliados por meio de
um novo estudo multicéntrico, pois alguns pacientes poderiam melhorar
e ndo referir a dor esperada a palpacéao dos tender points, o que os deixaria
fora de um dos critérios diagnosticos propostos pelo Colégio e também
porque durante o exame fisico do paciente os tender points eram pouco
utilizados para o diagnostico (WOLFE et al., 2010). Ao longo desse
periodo, os conhecimentos clinicos foram se somando, demonstrando a
importancia dos sintomas associados & sindrome e ndo somente a dor
como parte significativa do diagnostico. Esses sintomas afetam a
qualidade de vida desses pacientes e acabam limitando suas atividades de
vida didrias (FITZCHARLES; YUNUS, 2011).

Atualmente, os novos critérios para o diagnostico da fibromialgia
s&o baseados em um indice de Dor Generalizada (IDG) (Widespread Pain
Index-WPI) (Quadro 2), na Escala de Severidade dos Sintomas (ESS)
(Sympton Severity Scale- SS) (Quadro 3), na presenca de dor ha pelo
menos trés meses e que o paciente ndo tenha outra enfermidade que possa
causar o quadro algico. A ESS leva em consideracdo trés pontos
principais como o sono néo restaurador, fadiga e sintomas cognitivos
associados a sintomas somaticos, por exemplo, sindrome do intestino
irritavel, problemas de memoria, cefaleia, insbnia, depressdo, perda do
apetite, fraqueza muscular, entre outros. Portanto, para o diagnostico séo
necessarios IDG >7 e ESS >5 ou IDG 3-6 e ESS >9. Os tender points
foram suprimidos desses novos critérios (WOLFE et al., 2010).
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Mandibula esquerda Abdome

Coxa esquerda

Mandibula direita

Dorso superior

Perna direita

Pescoco

Dorso inferior

Perna esquerda

Ombro direito

Quadril direito

Braco direito

Ombro esquerdo

Quadril esquerdo

Braco esquerdo

Torax

Coxa direita

Antebraco esquerdo

Antebraco direito

Soma das &reas em que o paciente sentiu dor na Ultima semana. Pontuagdo varia

de 0a19.

Fonte: Adaptado de WOLFE et al. (2010).

uadro 3 — Escala de Severidade dos Sintomas.

Determinar com que intensidade
0s 3 sintomas ocorreram na
Ultima semana:

Especificar a quantidade de sintomas
somaticos, por exemplo:

Fadiga

Sindrome intestino irritavel

Sono nao restaurador

Depresséao

Sintomas cognitivos

Cefaleia

0: sem sintomas  1: poucos sintomas
2: numero moderado de sintomas

3: grande numero de sintomas

A pontuaco é feita através da soma dos 3 sintomas com os sintomas somaticos.
O nimero de pontos varia de 0 a 12.

Fonte: Adaptado de WOLFE et al. (2010).

1: leve
3: severo

0: sem sintoma
2: moderado

Como a fibromialgia ¢ uma dor crénica generalizada ela pode
acontecer associada ou ndo a outras doencas deste espectro, tornando
necessaria a adequada avaliagdo do paciente levando-se em consideragdo
a importancia dos diagnosticos diferenciais realizados através de um
historico médico e psicossocial e um exame clinico detalhado. Isto torna-
se necessario uma vez que algumas condices clinicas podem mimetizar
0 quadro clinico da fibromialgia como as doencas reumatoldgicas,
doencas musculoesqueléticas ndo inflamatdrias, doencas neuroldgicas,
transtornos mentais e a dor relacionada ao uso de medicamentos como
por exemplo as estatinas e os bisfosfonatos (HAUSER et al., 2017).

1.3 PREVALENCIA DA FIBROMIALGIA
Em estudo realizado por Marques e colaboradores foi observado

que a populacéo geral apresenta uma prevaléncia de 0,2- 6,6%, as areas
urbanas variando de 0,7-11,4% enquanto na zona rural a variacdo é de
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0,1-5,2%. Este estudo encontrou uma prevaléncia de 2,4-6,8% em
mulheres (MARQUES et al., 2017). Por meio de uma meta-analise
Heidari e colaboradores encontraram que a prevaléncia desta sindrome na
populacdo geral é de 1,78%. Eles também analisaram esse indice por meio
da Organizacdo Mundial da Satide (OMS) e suas regifes de estudo e com
isso, verificaram uma prevaléncia de 2,41% nas Américas, 2,64% na
Europa, 1,62% no Pacifico Ocidental e 4,43% no Mediterraneo Oriental.
A prevaléncia total encontrada no sexo feminino foi de 3,98% e no
masculino de 0,01%. Este estudo também observou que 15,20% dos
pacientes com doenca reumatoldgica apresentam esta sindrome
(HEIDARI et al., 2017).

1.4 FISIOPATOLOGIA DA FIBROMIALGIA

E de vital importancia a capacidade do corpo em perceber
estimulos nocivos, pois esta habilidade é extremamente necessaria para o
bem-estar e sobrevivéncia dos individuos (BASBAUM et al., 2009). A
partir do momento em que a dor deixa de apresentar sua fungéo
fisioldgica, ela tem o poder de modificar aspectos primordiais nas vidas
das pessoas por ela acometidas e passa a ser considerada uma doenca.

Os sinais dolorosos chegam a medula espinal e ascendem ao
encéfalo, principalmente o tAlamo, cortex e sistema limbico, responsaveis
pela percep¢do da dor e seu componente afetivo. O prejuizo na maneira
como a dor central é processada pode depender de alguns importantes
aspectos, entre eles destacam-se: alteracfes na via descendente e
inibitoria da dor e sensibilizacao central. Fazem parte da via descendente
regibes do mesencéfalo e do tronco cerebral que se comunicam com o
corno dorsal da medula espinal. Estruturas estas que possuem a
capacidade de modular o que o corpo recebe de estimulo das fibras
aferentes primérias e dos neurdnios do corno dorsal da medula espinal,
podendo inibir ou facilitar o sinal doloroso. A substancia cinzenta
periaquedutal se comunica com a medula ventral rostromedial e com o
I6cus coeruleus que sdo essenciais no controle descente, retornando a
medula espinal (BANNISTER; DICKENSON, 2016).

As vias serotonérgica-noradrenérgica e opioidérgica participam
ativamente da via analgésica descendente. Ap6s um estimulo nocivo,
essas Vvias liberam neurotransmissores como a norepinefrina, serotonina e
opidides endogenos que possuem a capacidade de modular a liberagdo de
neurotransmissores excitatdrios como o glutamato. Tudo isso acontece
para que a sensibilidade a dor diminua frente ao estimulo doloroso. Esse
caminho normal de resposta esperado frente a esse tipo de estimulo esta
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lesado ou inexistente em pacientes com dor crénica (LEE et al., 2011).
Embora a fisiopatologia da fibromialgia ainda néo esteja elucidada, fortes
indicios apontam para sensibilizacdo central, alteracbes do eixo
Hipotalamo-Pituitaria-Adrenal e de aminas biogénicas (STAUD, 2006).
A intensidade com que a experiéncia de dor é vivenciada por um
individuo esta associada a fatores cognitivos como a catastrofizacao, a
qual esta relacionada a baixos limiares de dor resultando em quadro de
alodinia (sensa¢do dolorosa gerada por um estimulo indcuo) e
hiperalgesia (aumento da resposta dolorosa frente a um estimulo nocivo)
(STAUD, 2012). A fibromialgia representa o ponto méaximo da sindrome
de dor crbnica generalizada. Esses pacientes mostram-se geralmente
sensiveis a estimulos dolorosos e ndo dolorosos, como o toque, o frio, o
calor, 0 som, a luz, entre outros estimulos. Os impulsos que chegam aos
nociceptores periféricos sdo levados ao SNC (sistema nervoso central)
por fibras de conducdo rapida do tipo A-6 mielinizadas e por fibras de
condugdo lenta do tipo C ndo mielinizadas as quais estdo associadas a dor
secundaria nos quadros de dor crdnica, resultado principalmente de
mecanismos de origem central, j& que a dor secundéria tem relagcdo com
a somacao temporal ou Wind up, que ocorre quando o estimulo é aplicado
regularmente gerando um aumento na intensidade dolorosa, mecanismo
este que envolve os receptores NMDA (N-metil-D-aspartato), pois 0s
antagonistas destes receptores conseguem inibir o Wind up. A
sensibilizacdo das vias aferentes periféricas e centrais da dor, bem como
a modificacdo da resposta ao stress e fatores psicologicos contribuem para
a amplificacdo da dor presente nesta sindrome. Algumas mudancas
musculares vém sendo encontradas, como fibras vermelhas irregulares no
musculo trapézio, alteracbes no pH muscular e baixos niveis de
fosfocreatina e ATP (adenosina trifosfato) podem contribuir para induzir
e manter a sensibilizagdo central (STAUD, RODRIGUEZ, 2006; STAUD
et al., 2005; MENDELL, WALL, 1965).

Devido a alteragdes nos mecanismos de dor central nos neurdnios
da coluna dorsal da medula espinal esses pacientes apresentam
principalmente hiperalgesia secundaria (ocorre quando existe expansdo
do local de hipersensibilidade para areas circunjacentes onde nao existe
dano tecidual). A sensibilizacdo central ocorre devido ao aumento na
atividade dos neurbnios da coluna dorsal da medula espinal e pela
propagacdo dessa hiperatividade por varios segmentos espinais. Isso
acontece através da liberacdo de proteina quinase C, 6xido nitrico,
ciclooxigenase e de neurotransmissores como glutamato e substancia P
(STAUD, 2002). Quando existe um aumento além do esperado com
relacdo a amplitude, extensdo corporal e duragdo de uma experiéncia
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sensorial, a qual estd relacionada a um estimulo periférico usual, isso
provavelmente retrata uma sindrome de amplificacdo central, devido a
um aumento na excitabilidade ou uma reducéo no carater da via inibitéria.
Em adigdo, contribuem para manutencdo da sensibilizagdo central a
plasticidade sinéptica, alteragfes na microglia, astrocitos, excitabilidade
da membrana, juncdes gap e transcricdo génica (WOOLF, 2011).

Crofford e colaboradores (1994) investigaram o eixo hipotalamo-
pituitaria-adrenal (HPA) em pacientes com fibromialgia. Os autores
observaram que os pacientes com fibromialgia possuem uma alteracéo na
funcdo do eixo HPA, pois a concentragdo de cortisol em urina de 24 horas,
estava substancialmente diminuida quando comparado a individuos
saudaveis e o cortisol total e livre plasmatico avaliado a noite estava
elevado. De forma semelhante, as concentracfes de neuropeptideo Y
estavam menores nos individuos com FM, enquanto a concentracdo de
adrenocorticotropina mostrou-se mais elevada nesses pacientes
(CROFFORD et al., 1994).

Estudos utilizando exames de imagem vém demonstrando
alteragdes na via dopaminérgica em pacientes com dor crénica. Em 2007,
Wood e colaboradores estudaram pacientes com fibromialgia e individuos
saudaveis como controles, para avaliar o possivel papel da dopamina
(DA). Os dois grupos foram expostos a um estimulo doloroso gerado por
salina hipertdnica e um estimulo ndo doloroso por salina normal. Os
autores observaram que os pacientes com FM sentiram mais dor com a
injecdo de salina hipertdnica que os controles saudaveis. Através da
Tomografia por Emisséo de Positrons (PET), observou-se que durante o
estimulo doloroso os pacientes saudaveis liberaram DA nos ganglios
basais 0 que nado foi observado em pacientes com FM. Este pode ser um
fator subjacente para explicar pelo menos em parte a dor generalizada
presente em pacientes com fibromialgia (WOOD et al., 2007). A
dopamina é sintetizada a partir do aminoacido tirosina, por meio da agdo
da enzima tirosina hidroxilase, na primeira etapa via de producdo de
catecolaminas, que dardo origem a norepineferina e a epinefrina. Essa
sintese ocorre no citoplasma neuronal e posteriormente ela € armazenada
no interior de vesiculas sindpticas por meio da ag&o do transportador de
monoaminas vesicular (VMAT) (GOLAN, 2009).

Albrecht e colaboradores (2016) utilizaram tomografia por
emissdo de pdsitrons (PET) e fallypride (antagonista do receptor de
dopamina D2 e D3) para avaliar se a sinalizacdo estriatal e extraestriatal
de dopamina (DA) difere em individuos com dor crénica. Este grupo
observou que pacientes com fibromialgia tem baixa disponibilidade de
ligacdo ao receptor cortical de dopamina D2/D3 quando comparado aos



27

pacientes saudaveis. Essas diferencas foram encontradas em areas como
cortex cingulado anterior e giro fusiforme. A baixa ligagdo ao receptor de
DA cortical pode contribuir para alteragdes no processamento cognitivo
em pacientes com FM, o que é uma queixa comum. Portanto, a alteracdo
na funcdo DA nesses pacientes pode contribuir com a percepgéo de dor
nessa sindrome (ALBRECHT et al., 2016).

Descoberta no século XIX, a serotonina (5-HT), é uma monoamina
produzida a partir do triptofano. Para que a sua sintese ocorra é necessario
a acdo da enzima triptofano hidroxilase. Seu armazenamento é feito no
interior de vesiculas sinépticas, por meio do transportador de monoaminas
vesicular (VMAT) (GOLAN, 2009). Esta molécula tem influéncia sobre
0s sistemas nervoso, endécrino, imune e gastrointestinal. Sua agdo tem
sido vinculada ao sono, dor, funcdo gastrointestinal e apetite. Alteracdes
em suas concentragcfes sdo encontradas em pacientes com depressdo. Por
ter envolvimento no processo algico, a 5-HT tem sido encontrada em
baixas concentragdes no liquor e no soro de pacientes com FM
(ARREOLA et al., 2015).

A depresséo pode resultar da associacdo de fatores ambientais com
a predisposicao genética, mas ainda ndo existe o completo esclarecimento
da mesma. Muitos estudos tém sido realizados na tentativa de elucidar os
possiveis mecanismos que atuam para a manifestacdo da depressdo. Uma
das hipoteses que é mais aceita esta relacionada a uma diferenca nas
concentracBes dos neurotransmissores monoaminérgicos. Outra hipotese
relevante relacionada a depressdo séo as alteracdes gliais. De fato, um
crescente nimero de estudos vem demonstrando que uma possivel falha
na funcdo astrocitaria pode gerar um desequilibrio glutamatérgico e
distirbios sinapticos gerando as alteragBes sensoriais € emocionais
presentes na fibromialgia. Ademais, alteragfes nas funcBes dos
oligodendrdcitos podem causar problemas na rede de comunicacgdo e
conexdes neuronais € um desequilibrio na resposta imune por parte da
microglia causando neuroinflamagdo. Essa associacdo de fatores
contribui para a complexidade e o entendimento da natureza
fisiopatoldgica dessas doencas (CZEH; NAGY, 2018).

A glia é composta pela micréglia, astrdcitos e oligodendrécitos no
sistema nervoso central, células gliais satélites e células de Schawnn no
sistema nervoso periférico. Quando o corpo recebe um estimulo doloroso
ou uma lesdo ocorre, as células gliais modificam as suas caracteristicas
morfolégicas e funcles, dentre elas, alteracGes idnicas, modulacdo
transcricional, fosforilagio de MAPK (Mitogen-activated protein
kinases), hipertrofia e proliferacdo. Sabe-se que a via das MAPK possui
papel de destaque na sinalizacdo entre a glia e os neur6nios. Elas séo
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estimuladas por mediadores pré-inflamatdrios, gerados pela glia como as
citocinas, quimiocinas entre outros. E responséavel também pela producio
de glutamato, prostaglandina E2 e ATP. Dentre as proteinas de origem
pré-inflamatoria, 0 TNF-a (fator de necrose tumoral o) tem importincia
na inducdo, sensibilizagdo central e na dor persistente (JI et al., 2013). Em
estudo utilizando Ressonancia magnética com espectroscopia foi
constatado aumento nas concentra¢fes de glutamato/glutamina na
amigdala direita juntamente com um incremento nas concentragdes de
inositol, na amigdala e tdlamo direitos, que foram associados a dores mais
intensas, piora da fadiga e depressdo, sugerindo uma alteracdo no
processo emocional mais as mudancas no processamento da dor
sabidamente conhecidas nesses pacientes (VALDE'S et al., 2010).

As citocinas sdo proteinas solUveis, produzidas por varias células
como 0s macrofagos, mastocitos e células dendriticas. Elas atuam na
resposta imunoldgica, assim como atuam no processo inflamatério e
colaboram para a defesa do organismo contra agentes infecciosos
(ABBAS et al., 2012). Estudos que pesquisam o perfil de citocinas na
fibromialgia sdo de grande ajuda para o entendimento da sindrome. Entre
esses estudos, Tsilioni e colaboradores relataram aumento nas
concentragbes de IL-6 (interleucina 6) e TNF-a no soro quando
comparados a controles saudaveis (TSILIONI et al., 2016). Vérias
evidéncias vém demonstrando altera¢fes nas concentragfes de citocinas
em pacientes com fibromialgia. Ugeyler e colaboradores (2011) em uma
revisao sistematica, relataram que os pacientes com fibromialgia
apresentavam aumento da concentracédo sérica de IL-1RA, IL-6 e IL-8 e
plasmatica de IL-8 quando comparado ao controle. O estudo também
destaca que alguns fatores podem alterar as concentracdes de citocinas
como a producdo circadiana, atividade fisica, depressdo e quadros
infecciosos, 0 que deve ser levado em considera¢do no momento da coleta
para a dosagem das citocinas (UCEYLER et al., 2011).

Outra pesquisa avaliou o perfil de citocinas relacionado ao indice
de massa corporal, observou aumento nas concentracdes de IL- 6 e
reducdo de TNF-a e IL-1B, mas ndo foi encontrado diferenca estatistica
entre as concentragdes das proteinas em relagdo ao indice de massa
corporal (HERNANDEZ et al., 2010). Em contraste a estes achados,
Garcia-Lozano e colaboradores relataram diminuicdo nas concentracdes
de IL-8, IL-6, TNF-a e ndo encontraram associac¢do entre comorbidades
como ansiedade e depressdo com as concentragdes de citocinas
(GARCIA-LOZANO et al., 2008). Os estudos acima relatados vém
apontando para achados divergentes quanto aos niveis dessas proteinas



29

em pacientes com fibromialgia e associacdo com outros sintomas
(MENZIES; LYON, 2010).

1.5 TRATAMENTO DA FIBROMIALGIA

Uma vez cronificado, o quadro algico, tem alto impacto na
gualidade de vida dos pacientes e das pessoas com as quais compartilham
suas vidas, tanto no ambiente familiar quanto profissional. Esta situagdo
contribui para o elevado gasto com salde e um alto custo social pelo
absenteismo e possivel antecipacdo da aposentadoria em pacientes com
fibromialgia (SCHUG; GODDARD, 2014). Lacasse e colegas em estudo
realizado em Quebec, Canada, avaliaram 0s gastos e a produtividade de
pacientes com fibromialgia utilizando a média de trés meses, o que eles
encontraram foi que cada pessoa perdeu em média 5,59 dias de trabalho
devido a sindrome dolorosa e tiveram um gasto médio de 950,51 délares
com despesas medicas e com tratamento medicamentoso (LACASSE;
BOURGAULT; CHOINIERE, 2016). Na Alemanha, entre 2011 e 2014,
foi verificado um gasto médio com internacdo hospitalar de 3,740 euros
por paciente (ROMEYKE et al., 2017). Por se tratar de uma sindrome
altamente complexa de dor cronica generalizada associada a sintomas
como distlrbios do sono, fadiga e depressdo seu tratamento vem sendo
realizado com abordagem multidisciplinar, utilizando a¢des visando tanto
0 tratamento farmacoldgico quanto o tratamento ndo-farmacoldgico
(LAWSON, 2008).

Quando a terapéutica farmacoldgica é necessaria para o tratamento
da FM, a escolha deve ser feita com prudéncia e guiada pelo perfil clinico
do paciente, efeitos adversos e se existe resposta ao farmaco escolhido ou
ndo. Uma avaliacdo continua deve ser feita e caso ndo se observe melhora
do quadro clinico ou um efeito colateral relevante, deve-se suspender a
terapia. Atualmente, a escolha farmacologica esta centrada 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 opioides (tramadol) baseados em Diretrizes da Liga
Europeia contra 0 Reumatismo, Associacdo das Sociedades Médicas
Cientificas da Alemanha e a Sociedade Canadense de Dor (KIA; CHOY,
2017). Nos Estados Unidos, de acordo com o Colégio Americano de
Reumatologia, trés drogas foram aprovadas pelo Food and Drug
Administration (FDA) para uso, a duloxetina, a pregabalina e o
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milnacipran. Foi realizado um estudo, com pacientes que possuem seguro
salde, entre 2009 e 2011 que analisou os tratamentos farmacoldgicos
utilizados por eles. Observou-se que 14% utilizam duloxetina, 9%
pregabalina e 4% milnacipram. A adesdo ao tratamento com duloxetina
foi maior quando comparado aos outros farmacos que também receberam
aprovacdo, sendo superior também aos farmacos que ndo receberam
aprovacdo como a ciclobenzaprina, a gabapentina e o tramadol. A
interrupcédo do recurso terapéutico de escolha apds 6 meses foi maior que
50% para todas as drogas. Assim como a troca de medicamento ou
associacao com outras medicagdes para alivio da dor também sdo usuais,
0 que demonstra a insatisfacdo dos pacientes. O que reitera a necessidade
na busca por novas terapias que sejam mais efetivas e com poucos efeitos
adversos (LIU et al., 2016).

Plantas medicinais e seus compostos também sdo usados para o
tratamento da fibromialgia, como o extrato de Rosmarinus officinalis, o
acido oleandlico, a Ginko biloba, a capsaicina de uso topico e a nabilona,
pois vem demonstrando resultados semelhantes aos encontrados com 0s
tratamentos farmacolégicos, por exemplo, a nabilona foi capaz de
melhorar 0 sono, a dor e 0 humor dos pacientes quando comparado com
a amitriptilina (NASCIMENTO et al., 2013). Estratégias ndo
farmacoldgicas sdo bem-vindas no manejo de pacientes com FM. A
balneoterapia também vem sendo recomendada, visto que estudos
demonstram seu potencial em atenuar os sintomas e a sua frequéncia
(ABLIN; HAUSER; BUSKILA, 2013). Alongamentos, caminhadas e
treinamentos simples de forca tem demonstrado eficacia em amenizar
sintomas emocionais, fisicos e sociais em pacientes que ja fazem uso de
tratamentos farmacolégicos (ROOKS et al., 2007). Técnicas psicoldgicas
podem ser usadas para o controle do nivel de estresse e relaxamento,
assim como a terapia cognitivo-comportamental sdo recomendados.
Outras intervengGes relacionadas a terapias alternativas e
complementares como o Tai Chi e a acupuntura também estdo sendo
utilizados (ABLIN et al., 2013).

1.6 MODELOS EXPERIMENTAIS DE FIBROMIALGIA

Véarios modelos animais tém sido desenvolvidos para tentar
compreender 0s mecanismos e possiveis tratamentos para a fibromialgia,
entre eles, 0 modelo de estresse ao frio repetido, estresse sonoro
imprevisivel, injecdo intramuscular de salina acida e o modelo que utiliza
a reserpina (NAGAKURA et al., 2012).
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Com o modelo de estresse ao frio repetido os animais apresentam
alodinia mecanica e térmica por mais de 12 dias. De acordo com o
protocolo o animal é exposto ao frio (4°C) durante a noite do primeiro dia.
A temperatura é entdo alternada entre 24°C e 4°C a cada trinta minutos
durante o dia, até o quarto dia (NISHIYORI; UEDA, 2008).

No modelo de estresse sonoro imprevisivel, o animal é colocado
em uma caixa sonora por 30 minutos no primeiro, terceiro e quarto dias.
Nesta caixa eles sdo expostos a sons com amplitude entre 20 e 105 dB em
varias frequéncias por 5 ou 10 segundos cada. Os animais apresentam
aumento dos niveis de adrenalina favorecendo a hiperalgesia mecénica
encontrada neste modelo. Observa-se também aumento na pontuacgdo de
ansiedade dos animais, hiperalgesia visceral e temporomandibular no
décimo quarto dia apds sua exposicdo ao estresse sonoro (KHASAR et
al., 2005).

O modelo de injecdo intramuscular de salina &cida, consiste da
administracdo de duas injecfes de 100 pl de salina 4cida com pH 4,0. Os
animais sdo anestesiados por via inalatéria e a injecdo é aplicada no
musculo gastrocnémio no primeiro dia e cinco dias apdés no mesmo
musculo. Os animais apresentam hiperalgesia mecanica muscular e
cutanea durando 2 semanas ou mais. Este modelo ndo apresentou
hiperalgesia térmica (SLUKA et al., 2001).

Para tentar elucidar a relagcdo entre a diminuicdo de aminas
biogénicas e a dor encontrada nos pacientes com a sindrome, Nagakura e
colaboradores utilizaram as propriedades presentes na reserpina. O estudo
foi realizado com ratos Sprague-Dawley, machos e fémeas, onde a
reserpina foi administrada pela via subcutanea, 1 mg/kg, por trés dias
consecutivos. O limiar de pressdo muscular foi avaliado utilizando o
aparato Randall-Selito e 0 Von Frey foi feito para avaliar o limiar de
resposta tatil. Demonstrou-se respectivamente a diminuicéo dos limiares
de pressdo muscular e de resposta tatil em machos até o 10°dia e em
fémeas até o 7° dia e até o 21° dia em machos e ao 14°dia em fémeas
(NAGAKURA et al., 2009).

Hernandez-Leon e colegas também avaliaram ratos machos e
fémeas no mesmo modelo e 0 que encontraram € que a reserpina gera um
quadro de alodinia e hiperalgesia em ambos 0s sexos, mas nas fémeas em
que foi realizado ovariectomia bilateral, a nocicepcdo foi maior do que
nas que ndo passaram por esse procedimento cirdrgico no limiar de
pressdo muscular, ja com relacdo a alodinia nédo foi observado diferenca.
Outro ponto interessante desse estudo, foi que os pesquisadores
investigaram as diferentes fases do ciclo estral e constataram que apés a
inducdo com a reserpina todas as ratas estavam na mesma fase do ciclo
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estral e que ndo houve diferenca com relagdo a hiperalgesia e alodinia
entre as fémeas conhecendo ou n&o a fase do ciclo estral em que estavam,
0 que mostra que o modelo de fibromialgia induzido pela reserpina tem a
capacidade de induzir a nocicepcdo mesmo frente as diferentes mudancas
que ocorrem no sistema enddcrino dos animais (HERNANDEZ-LEON et
al., 2018).

As concentracdes de serotonina, dopamina e noradrenalina foram
significativamente reduzidas por até vinte e um dias ap6s a inducéo do
modelo, no tdlamo, medula espinal e cértex pré-frontal apds o tratamento
dos ratos com a dose de 1 mg/kg de reserpina. Para estudar o
comportamento tipo-depressivo foi utilizado o teste do nado forcado,
notando-se que o tempo de imobilidade foi maior nos ratos tratados com
reserpina quando comparado ao controle, com efeito até o 14° dia. Neste
protocolo também foram avaliados farmacos utilizados na clinica, como
a pregabalina, duloxetina, pramipexole e diclofenaco. A maioria reduziu
a hiperalgesia mecéanica com excecdo do diclofenaco (NAGAKURA et
al., 2009).

Este modelo preenche os trés tipos de validades. A validade de face
pois apresenta diminui¢do prolongada no limiar a pressdo muscular e da
alodinia correspondendo, respectivamente, a dor muscular e a outros
sintomas associados. Assim como a caracteristica de induzir um quadro
tipo depressivo nos animais, uma comorbidade associada ao quadro de
FM. Sobre a validade de constructo o modelo ndo gera uma doenca
organica e com relacdo a patogénese apresenta a alteracdo das aminas
biogénicas presente na clinica. E por Gltimo o modelo preenche a validade
preditiva, isomorfismo farmacoldgico, pois os farmacos utilizados na
clinica para tratamento como a pregabalina e a duloxetina atenuaram a
nocicepcdo induzida pela reserpina (NAGAKURA et al., 2009).

1.7 RESERPINA

Extraida das raizes da Rauwolfia serpentina, a reserpina é um
alcaloide (SINGH, 1955). Encontrada na regio sul e sudeste da Asia, este
arbusto vem sendo utilizado na india ha séculos para o tratamento de
muitas doencas como insbnia, hipertensdo e perturbacdo mental. Sua
formula quimica é C33H40N209 e com massa molecular de 609 gramas,
sua absorcdo ocorre em 1 a 2 horas ap6s sua administracdo pela via oral,
no sangue sua meia vida é de aproximadamente 5 horas, no plasma sua
eliminacdo varia entre 45 a 168 horas, sendo que ela possui a capacidade
de ultrapassar a barreira hematoencefalica (LOBAY, 2015). A reserpina
tem como mecanismo de acdo a inibigdo do transportador de monoaminas
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vesicular (VMAT) o qual € um antiportador de prétons, pois se liga
irreversivelmente a esses transportadores nas membranas das vesiculas
secretoras nos neurdnios pré-sinapticos, impedindo a ligacdo de
neurotransmissores intracelulares ao transportador. Foram identificados
dois tipos desse transportador, 0 VMAT1, presente em tecidos enddcrinos
e células paracrinas e o VMAT2 encontrado em neurdnios
monoaminérgicos do sistema nervoso central, pois apresenta grande
afinidade por monoaminas. A reserpina compete com as monoaminas
para se ligar ao VMAT, ligando-se trés vezes mais ao VMAT2
(SUDHOF, STARKE, 2008; LOBAY, 2015). Uma vez que essa ligacdo
ocorra, a funcdo dessas vesiculas de estocar as monoaminas é perdida,
fazendo com que esses neurotransmissores figuem no citoplasma, onde
sofrerdo a degradacdo pela monoamino oxidase (MAO). Com a
metabolizacdo da reserpina e/ou o fim da sua utilizacdo e com o passar do
tempo a célula comeca a produzir novas vesiculas que irdo estocar 0s
transmissores restabelecendo a funcdo celular (GOLAN, 2009). Dentre
seus efeitos colaterais a depressdo vem sendo descrita hd muito tempo
(SARWER-FONER, OGLE,1956; SHEPHERD, 1956). Sendo este efeito
oriundo da deple¢do de monoaminas, relacionadas principalmente com a
transmissao da serotonina e da norepinefrina (RANG et al., 2012).

1.8 Polygala paniculata

O uso de plantas medicinais vem desde o inicio da civiliza¢do
humana e a habilidade para o cultivo dessas ervas vem sendo
desenvolvida e preservada desde entdo em todos os povos (ZUNIC et al.,
2017). As plantas apresentam uma grande diversidade quimica o que as
torna extremamente importantes do ponto de vista farmacolégico. O
Brasil dispe de um vasto territério, que contém uma grande
biodiversidade o que garante uma fonte para o desenvolvimento de novas
drogas terapéuticas (BASSO et al., 2005). As plantas do género Polygala
pertencem a familia Polygalaceae, com mais de 700 espécies espalhadas
em todo o mundo (LUDTKE; SOUZA-CHIES; MIOTTO, 2013). No
Quadro 4 estdo apresentados alguns dos efeitos descritos em estudos pré-
clinicos de diferentes espécies de Polygala.
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Quadro 4 — Diferentes espécies de Polygala e seus efeitos em estudos pré-
clinicos encontrados na literatura.

Espécie Efeito Referéncia

Polygala Anti-hiperalgésico KLEIN-JUNIOR et al.,
cyparissias 2012.

Polygala Anti- nociceptivo CAMPOS et al., 1997.
cyparissias

Polygala tenuifolia

Melhora do aprendizado e
memoria

LI etal., 2014.

Polygala tenuifolia

Atividade ansiolitica e
sedativo-hipnética

YAO et al., 2010.

Polygala tenuifolia

Antiamnésico

XU etal., 2011.

Polygala tenuifolia

Evita degeneragdo axonal
e prejuizo da memdria

KUBOYAMA et al,
2017.

Polygala tenuifolia

Antidepressivo

SHIN et al., 2014.

Polygala tenuifolia

Reduz o armazenamento
de lipidios nos adipécitos

WANG et al., 2107.

Polygala tenuifolia

Anticonvulsivo

CHEN et al., 2016.

Polygala sabulosa

Antinociceptivo

RIBAS et al., 2008.

Polygala japonica

Induz LTP no hipocampo,
possivel efeito cognitivo

SUN et al., 2012.

Polygala senega

Possivel potencial

PAUL et al., 2010.

anticancer (cancer de
pulméo)
Fonte: Elaborada pela autora (2018).

A planta Polygala paniculata (figura 1), objeto deste estudo, vem
sendo utilizada pela medicina popular para o tratamento de asma, possui
efeito expectorante e atividade anti-inflamatoria. Seu uso ¢ feito na forma
de chd (NEWALL, 1996). Conhecida popularmente como gelol
(GIRALDI; HANAZAKI, 2010), barba de Sdo Pedro (MAUTONE et al.,
1990), bromil, mimosa e vassourinha branca (LAPA et al., 2009). Os
estudos fitoquimicos no extrato cloroférmio da planta demonstraram a
presenca de xantonas, esterdis (CRISTIANO et al., 2003) e cumarina
(HAMBURGER; GUPTA; HOSTETTMANN, 1985) e no extrato
butanol o flavonol rutina (MARKHAM; TERNAI, 1976).

A rutina é um flavonoide (GANESHPURKAR; SALUJA, 2016),
que em estudos farmacolégicos vem mostrando atividades antioxidante
(SCHWEDHELM et al., 2003), cardioprotetora (ANNAPURNA et al.,
2009), anticarcinogénica (LIN et al., 2011), potencial efeito
anticonvulsivante (NIEOCZYM et al., 2014), efeito antidepressivo
(MACHADO et al., 2008), efeito neuroprotetor no modelo de isquemia
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focal transiente em ratos atenuando a apoptose e aumentando a atividade
enzimatica de antioxidantes enddgenos (KHAN et al., 2009), preveniu a
morte neuronal e o prejuizo na memdria espacial em um modelo de
isquemia cerebral repetida ( PU et al., 2007).

Por ser um tipo de acido fendlico, as xantonas, sdo amplamente
encontradas nas plantas medicinais, atuando em uma grande variedade de
atividades biologicas como: antidiabética, anti-oxidativa, anti-
inflamatdria e antiviral (RUAN et al., 2017).

Cumarinas foram isoladas pela primeira vez em 1820 por Vogel,
através da Dipteryx odoranta Wild. Ela estd presente em vegetais, cafg,
frutas e vinho. Entre algumas de suas atividades farmacolégicas estdo
propriedades anticoagulantes, anti-inflamatdrias, antioxidante, anticancer
e atuam como inibidores da monoanimo oxidase (MAO) e da
acetilcolinesterase (STEFANACHI et al., 2018). A acetilcolina tem papel
relevante na cognicdo. A enzima que a hidroliza é a acetilcolinesterase, a
qual é encontrada nos neurdnios pés-sindpticos. Quando existe um
comprometimento da via colinérgica como observado na Doenca de
Alzheimer, déficits cognitivos comegcam a ocorrer € um dos tratamentos
preconizados é com os inibidores de acetilcolinesterase. Os
neurotransmissores  serotonina, dopamina e noradrenalina sdo
metabolizados pela MAO ou pela COMT. Por isso inibidores da MAO ja
vem sendo utilizados no tratamento da depressdo e agora no tratamento
da Doenga de Parkinson com o intuito de atrasar a progressdo da doenca
(RAMSAY:; TIPTON, 2017).

Os fitoester6is estdo presentes em varias espécies de plantas,
inclusive as que sdo utilizadas para consumo humano. Estudos
farmacoldgicos vém apontando algumas de suas propriedades como:
atividade anabdlica no masculo esquelético, melhora no desempenho
esportivo e efeito hipoglicémico (TARKOWSKA; STRNAD, 2016).
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Figura 1 - Foto da planta Polygala paniculata.
Fonte: CO, L. L.; Phytoimages.siu.edu.

Em estudo realizado utilizando o extrato hidroalcodlico da planta
Polygala paniculata por Bettio e colaboradores (2011) demonstrou que
ap6s uma hora de administracdo de uma dose do extrato este diminuiu
consideravelmente o tempo de imobilidade no teste do nado for¢ado e ndo
modificou a atividade locomotora no teste do campo aberto quando
comparado ao controle nas doses de 0,01, 0,1, 10 e 30 mg/kg. Este
trabalho também investigou a influéncia do sistema monoaminérgico
sobre o efeito antidepressivo da P. paniculata, j4 que o mesmo apresentou
um efeito tipo antidepressivo no teste do nado forgado como relatado
anteriormente. Para compreender a relacdo entre o0 sistema
monoaminérgico e o efeito antidepressivo desse extrato, foram utilizados
antagonistas dos receptores de serotonina, dopamina e noradrenalina.
Observou-se que a planta Polygala paniculata apresenta um efeito tipo
antidepressivo possivelmente por interagir com os receptores 5-HT2A
visto que o pré-tratamento com cetanserina potencializou o efeito do
extrato, com receptores D1 e D2 pois a SCH 23390 e a sulpirida
reverteram o efeito do extrato e com os receptores a2 e P ja que o
propranolol e a ioimbina também reverteram o efeito do extrato, nos
respectivos sistemas serotoninérgico, dopaminérgico e noradrenérgico
(BETTIO et al., 2011).

Para avaliar um possivel mecanismo antinociceptivo do extrato da
planta Polygala paniculata, Lapa e colaboradores fizeram uso de alguns
modelos que induzem nocicepcdo como o acido acético, formalina,
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capsaicina e cinamaldeido, glutamato e injecdo intratecal de aminoacidos
excitatorios e citocinas pré-inflamatorias. Com isso foi possivel observar,
por exemplo, no modelo de nocicepcdo induzido pelo glutamato que o
extrato apresentou um efeito antinociceptivo nas doses de 0,005, 0,01, 0,1
e 1,0 mg/kg, assim como um tempo de acdo de até 8 horas apds sua
administragdo pela via oral. Com o composto rutina isolado da planta, foi
possivel constatar seu efeito antinociceptivo nas doses de 1, 3, 10, 30 e
100 mg/kg. O modelo da formalina tem duas fases, sendo a primeira
neurogénica e a segunda inflamatéria, na qual o efeito antinociceptivo do
extrato mostrou-se claramente efetivo podendo sugerir uma possivel acéo
anti-inflamatoria. Este trabalho demonstrou também a agdo do extrato
sobre a injecdo intratecal de citocinas (IL-1p e TNF-a), onde o extrato foi
efetivo em diminuir o comportamento algico induzido pelo modelo nos
animais e também foi capaz de agir diminuindo o comportamento
nociceptivo gerado pelo NMDA. Foram utilizadas varias doses do extrato
neste estudo e ndo foram constatados efeitos colaterais ou alteragdes
motoras relevantes (LAPA et al., 2009).

Esta espécie de Polygala também demonstrou efeito protetor
contra a neurotoxicidade induzida por metilmercirio, um importante
poluente ambiental. Os animais expostos a este agente apresentaram
déficit motor o qual foi suprimido pelo uso do extrato da Polygala. Sua
acdo sobre enzimas antioxidantes como a glutationa peroxidase e a
glutationa redutase também foi objeto de avalicdo dos pesquisadores.
Uma vez exposto ao metilmercirio a atividade da enzima glutationa
peroxidase foi reduzida no cortex cerebral e no cerebelo dos
camundongos, 0 que foi evitado pela administracdo do extrato. Com
relacdo a enzima glutationa redutase o poluente aumentou sua atividade
nessas mesmas regides cerebrais, mas o extrato inibiu este efeito no
cerebelo. O efeito de neuroprote¢do demonstrado pelo extrato pode ser
devido a sua acdo antioxidante (FARINA et al., 2005). Esta planta
demonstrou acdo antifungica, assim como seus isolados, a rutina e o
aurapteno (JOHANN et al.,, 2011). Outro efeito interessante, foi
demonstrado por Barros, em que o extrato hidroalcodlico da planta
Polygala paniculata (EHPp) foi utilizado em um modelo de transtorno do
estresse pos-traumatico e foi capaz de minimizar os comportamentos de
medo e tipo-depressivo nos animais (BARROS, 2016).
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2 JUSTIFICATIVA

Exercendo um poder quase debilitante sobre o bem-estar fisico e
mental das pessoas 0 quadro algico muitas vezes associado ao transtorno
depressivo maior, tem relevancia e urgéncia na pesquisa, para tentar
compreender seus mais variados mecanismos fisiopatolégicos e suas
possiveis causas. O empenho na busca por novos tratamentos
farmacoldgicos na pesquisa pré-clinica é de suma importancia para que
novas perspectivas sejam criadas e cada vez mais plantas com provavel
efeito relacionado a esta importante questdo possam ser investigadas.
Visto que, a planta Polygala paniculata tem demonstrado efeitos
relevantes em modelos experimentais que avaliaram a dor e a depressao,
esses dados amparam a sua escolha como tratamento em um modelo de
fibromialgia.

A compreensdo dos mecanismos da dor cronica e de sua associagdo
de comorbidades é de suma importancia, por isso modelos animais com
robustez e que atendam as validades de face, constructo e preditiva devem
ser considerados para o estudo de novos alvos terapéuticos para o possivel
desenvolvimento de novos tratamentos que integrem os sinais e sintomas
desta sindrome de dor crénica generalizada.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVOS GERAIS

Avaliar o efeito do extrato hidroalcodlico da planta Polygala
paniculata no modelo animal de fibromialgia induzido pela reserpina em
camundongos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Auvaliar o comportamento nociceptivo dos animais tratados com
reserpina.

e Analisar a emocionalidade, como depressdo e ansiedade, dos
animais tratados com reserpina.

e Avaliar o efeito do extrato hidroalcoolico da planta Polygala
paniculata no comportamento nociceptivo dos animais com
fibromialgia.

e Examinar a acdo do extrato da planta Polygala paniculata na
emocionalidade dos animais com fibromialgia.

. Avaliar a atividade locomotora dos animais submetidos ao
tratamento com reserpina e tratados com o extrato da planta
Polygala paniculata.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 ANIMAIS

Para a presente pesquisa, foram utilizados um total de 142
camundongos Swiss fémeas, com idade entre 2 e 3 meses, obtidos do
Biotério Central da Universidade de Santa Catarina (UFSC),
Floriandpolis, Santa Catarina. Ap6s a sua chegada, 0s animais foram
alocados no Biotério Setorial do Laboratério de Neurobiologia da Dor e
Inflamacdo (LANDI), no Departamento de Ciéncias Fisioldgicas
(CFS/CCB) sendo mantidos neste mesmo local. Estes animais
permaneceram em mini-isolador (caixas de polipropileno, 32x20x21),
cada caixa com 4 animais, foi acoplada ao sistema de estantes de mini-
isolador (ALESCO, série venti-life), o sistema de ventilacdo gera um
fluxo continuo e de baixa velocidade, o que garante uma troca de ar ideal
e por consequéncia uma melhor qualidade de vida aos animais. Os
animais foram mantidos em condic@es controladas em um ciclo de 12
horas claro e 12 horas escuro, a temperatura do ambiente em 22°C,
recebendo agua e racdo ad libitum. A racdo é proveniente do Biotério
Central da UFSC, sendo de natureza industrial e adequada para a nutrigdo
de camundongos, a agua utilizada para os animais foi filtrada. Antes do
inicio de cada experimento, os animais foram avaliados quanto ao seu
limiar mecanico por meio do teste de Von Frey, previamente aos
protocolos de experimentacdo para que a distribuicdo dos grupos fosse
homogénea antes da realizacdo dos testes comportamentais. Os animais
foram mantidos em ambientacdo por 1 hora na sala de experimentacdo
antes do inicio dos testes comportamentais. Todos 0s experimentos
realizados neste estudo foram aprovados pelo Comité do Uso Etico dos
Animais da Universidade Federal de Santa Catarina (CEUA/UFSC) n° do
protocolo: 8939170718 e 8600150517.

Cumpre salientar que durante todo o processo metodol6gico dos
experimentos foi resguardada de maneira rigorosa a integridade fisica dos
animais, dentro do esperado para a adequada resposta ao modelo. Todos
os esforcos foram feitos para minimizar o nimero de animais utilizados e
seu sofrimento.
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4.2 INDUGCAO DO MODELO DE FIBROMIALGIA

O modelo empregado no presente estudo foi adaptado do estudo de
Nagakura e colaboradores (2009), o qual faz uso de reserpina para a
inducdo do modelo (NAGAKURA et al., 2009).

Para a indugdo do quadro de fibromialgia foi utilizada a reserpina
na dose de 0,25 mg/kg, a administracdo foi feita pela via subcutanea, uma
vez por dia, por trés dias consecutivos, no periodo matutino (KLEIN et
al., 2014). Especificamente foi preparada uma solugdo estoque de
reserpina (Sigma Aldrich - USA) com 10 mg em 1 ml de PBS e 5% de
Tween 80. A partir desta foi preparada a dose de 0,25 mg/kg de reserpina
necessaria para a inducdo do modelo. Apo6s os trés dias consecutivos de
administragdo de reserpina pela via subcutadnea, os protocolos
experimentais foram iniciados, sendo os dias de experimentos contados a
partir da Ultima dose de reserpina administrada, portanto, 1°, 2°, 3° dias,
por exemplo, apds a inducdo do modelo. Para o adequado estudo do
modelo de fibromialgia, este projeto foi dividido em duas etapas, sendo
gue na primeira etapa foram utilizados dois grupos de animais,
identificados como SAL e RES (animais em que foi induzido o quadro
de fibromialgia), conforme descrito no Quadro 5, para avaliar de maneira
mais precisa 0 comportamento dos animais e definir como a segunda
etapa seria desenvolvida, com o intuito de investigar a agdo do extrato da
planta P.paniculata no modelo de fibromialgia induzida pela reserpina de
acordo com o protocolo experimental apresentado na figura 2.

Quadro 5 — Identificagdo dos grupos dos animais utilizados na primeira etapa de
experimentos deste projeto e descricdo dos tratamentos.

Grupos Tratamento
Administrado 0  veiculo da
Grupo SAL reserpina,pela via (s.c.), durante trés

dias consecutivos.
Administrado reserpina, pela via
(s.c.), durante trés dias consecutivos

Grupo RES

Fonte: Elaborado pela autora.
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PROTOCOLO EXPERIMENTAL

INDUCAO , )
MODELO DIAS APOS A INDUGAO DO MODELO
RESERPINA k

B 1 2 3 12 3 4 5 6 9 10 14 21 28 35
VF VF VF NF TS VF MB VF VF VF VF VF

PF SC PF SC PF
TS  MB EG EG EG
EG EG

CA

Figura 2 - Esquema do protocolo experimental. Legenda dos testes
comportamentais: Von Frey (VF); Placa Fina (PF); Teste Sacarose (TS); Escala
Grimace (EG); Campo Aberto (CA); Suspensdo Cauda (SC); Marble Burying
(MB); Nado Forcado (NF).

Fonte: Elaborado pela autora.

4.3 TRATAMENTO

A planta Polygala paniculata foi colhida na Praia de Daniela
(Floriandpolis), em fevereiro de 2013, foi identificada pelo Professor
Olavo de Aradjo Guimaraes e esta depositada no Herbario UPCB da
Universidade Federal do Parand sob o nimero 26027. O extrato
hidroalcodlico da planta foi preparado por Ana Paula Ruani e Tiago
Tizziani, que fazem parte da equipe de pesquisa orientada pelo Professor
Moacir Geraldo Pizzolatti, do Departamento de Quimica da UFSC. Para
fazer o extrato foi utilizado a planta inteira, que foi seca e triturada, sendo
entdo macerada com 80% de etanol-4gua. Com a evaporagdo do etanol,
restou o concentrado da planta, o extrato.

A solucgdo usada no tratamento dos animais, foi feita através da
diluicdo do extrato em NaCl 0,9% (cloreto de sodio 0,9%), para cada dose
desejada. ApoOs os trés dias consecutivos de inducdo do modelo de
fibromialgia os animais foram tratados pela via intragastrica (i.g.) com
salina e com extrato hidroalcodlico de Polygala paniculata (EHPp) nas
doses de 10, 30 e 100 mg/kg. Os animais foram tratados duas vezes por
dia com o EHPp ou veiculo conforme o grupo de estudo (Quadro 6). Os
testes foram realizados duas horas ap6s 0s animais receberem o extrato
pela via (i.g.). Este esquema de tratamento foi baseado no time-course
realizado através do teste de filamento de VVon Frey com as trés doses do
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EHPp. O tempo maximo de administragdo do tratamento com o extrato
foi de dez dias. A Amitriptilina, na dose de 30 mg/kg, diluida em NaCl
0,9% (JESSE; WILHELM; NOGUEIRA, 2010), foi utilizada para o
tratamento de um grupo de animais para comparar a sua agdo com a do
EHPp nos testes de emocionalidade e na avalia¢cdo locomotora, 1 horas
apo6s a sua administracao pela via (i.g.).

Quadro 6 — Identificacdo dos grupos dos animais utilizados na segunda etapa de
experimentos deste projeto e descricdo dos tratamentos.

Grupos Tratamento

Administrado o veiculo da reserpina,
pela via (s.c.), durante trés dias
Grupo Salina+Salina consecutivos e 0s animais foram
tratados pela via (i.g.) com o veiculo
do extrato da planta P. paniculata.
Administrado o veiculo da reserpina
pela via (s.c.), durante trés dias

Grupo Salina+EHPp(100mg/kg) consecutivos e 0s animais foram
tratados pela via (i.g.) com o EHPp
na dose de 100mg/kg.

Administrado reserpina, pela via
(s.c.), durante trés dias consecutivos e
Grupo Reserpina+Salina os animais foram tratados pela via
(i.g)., com o veiculo do extrato da
planta P. paniculata.

Administrado reserpina pela via
Grupo Reserpina+EHPp(10 (s.c.), durante trés dias consecutivos e
mg/kg) os animais foram tratados pela via i.g.
com o EHPp na dose de 10mg/kg.
Administrado reserpina pela via
(s.c.), durante trés dias consecutivos e
os animais foram tratados pela via
(i.g.), com o EHPp na dose de
30mg/kg.

Administrado reserpina pela via
(s.c.), durante trés dias consecutivos e
os animais foram tratados pela via
(i.g.), com o EHPp na dose de

Grupo
Reserpina+EHPp(30mg/kg)

Grupo
Reserpina+EHPp(100mg/kg)

100mg/kg.

Administrado reserpina pela via
Grupo Reserpina+Amit (30 (s.c.), durante trés dias consecutivos e
mg/kg) os animais foram tratados pela via

(i.g9.), coma Amit. dose de 30mg/kg.

Fonte: Elaborado pela autora.
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4.4 AVALIACAO COMPORTAMENTAL

A fibromialgia ¢ uma sindrome de dor cronica generalizada
associada a alteragbes neuropsicologicas como depressdo, ansiedade,
distarbios do sono entre outros. Portanto, os testes comportamentais
foram realizados para averiguar a nocicepgdo e as alteragbes de
emocionalidade neste modelo. Os testes de suspenséo de cauda e nado
forcado foram feitos com baixa luminosidade, com a utilizacéo de luz
vermelha na sala e filmados através de uma camera de filmagem modelo
Logitech HD 270 conectada ao computador. Nao foram filmados os testes
de Von Frey, placa fria, Marble Burying, Escala Grimace e Sacarose.

4.4.1 Avaliacgdo da sensibilidade a estimulo mecéanico
4.4.1.1 Teste de filamento de VVon Frey

Para avaliar a alodinia mecéanica nos camundongos, foi utilizado o
teste de filamento de Von Frey de acordo com o método up & down
modificado de Chaplan et al. (1994). De acordo com o descrito para o
teste, os camundongos foram colocados individualmente e aclimatados
durante 30 minutos em caixas de acrilico (9 cm x 7 cm x 11 cm) sobre
plataformas de malha de arame fenestradas e elevadas a uma altura de 30
cm, para permitir acesso a superficie ventral da pata traseira direita
(BOBINSKI, et al., 2011) (figura 3). Filamentos de Von Frey (0,02; 0,07;
0,16; 0,4; 1,4, 4,0 gramas; VFH, Stoelting, Chicago, EUA) foram
aplicados verticalmente sobre a superficie plantar do membro posterior
direito até o filamento curvar-se ligeiramente. O primeiro filamento a ser
usado foi 0 0,4 g e a forca do proximo filamento foi diminuida ou
aumentada de acordo com a resposta de retirada da pata (HERVERA et
al., 2010). A frequéncia de resposta de retirada foi avaliada apds 6
aplicagdes (duragdo média de 1s cada) dos filamentos de von Frey, sendo
o limiar de resposta calculado utilizando o programa Microsoft Excel®.
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Figura 3 — Fotografia do teste de filamento de Von Frey.
Fonte: Elaborado pela autora.

4.4.2 Avaliacao da sensibilidade a estimulo térmico
4.4.2.1 Teste da Placa Fria

Para avaliar a sensibilidade térmica ao frio, 0 camundongo foi
exposto ao aparato da placa fria (figura 4), teste este realizado com
algumas modificagBes, sendo observado se o animal mexe ou lambe a
pata ou se permanece na ponta dos dedos das patas. Os animais foram
ambientados previamente, por 5 minutos, sobre a placa do aparato. Na
placa fria foi utilizada a temperatura de 10°C, durante o teste foram
avaliadas as alteracdes anteriormente descritas para a retirada do animal,
caso 0 mesmo nao as apresente 0 tempo maximo de permanéncia foi de
dois minutos (MIKA et al., 2015). Este teste avalia 0 quéo sensivel o
animal é ao frio e é um teste rapido de ser avaliado (DEUIS;
DVORAKOVA; VETTER, 2017).
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Figura 4 — Fotografia do teste da Placa Fria.
Fonte: Elaborado pela autora.

4.4.3 Avaliagéo subjetiva da dor
4.4.3.1 Escala Grimace

A escala Grimace foi desenvolvida por Langford e colaboradores
para avaliar expressfes faciais de dor dos camundongos o que pode
auxiliar no entendimento da experiéncia de dor espontanea dos
camundongos. Neste método sdo avaliados o fechamento ocular através
do estreitamento da area orbital com o fechamento da pélpebra. A
protuberancia do nariz analisando a extensdo arredondada da pele visivel
na ponte do nariz. A protuberancia do rosto através da aparéncia convexa
do musculo da bochecha a partir de sua posicdo original. Na posi¢do das
orelhas observa-se orelhas separadas e para tras a partir da sua posi¢éo
original. A mudanga nas vibrissas é visualizada a partir da alteragdo de
sua posicdo normal para trés, contra o rosto, para frente ou juntos. Essas
informacGes recebem um valor de 0 (ndo presente), 1 (moderadamente
visivel), 2 (severo). Essa avaliacdo foi feita com algumas modificacdes,
0s animais foram ambientados em caixas de acrilico (9 cm x 7 cm x 11
cm) por 30 minutos e posteriormente observados para atribuir os valores
especificados anteriormente relacionados a cada expressdo facial
(LANGFORD et al., 2010).
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4.4.4 Avaliacdo do comportamento tipo depressivo
4.4.4.1 Teste de Suspenséo pela Cauda

Para avaliagdo do comportamento tipo depressivo e possivel
atividade antidepressiva da planta Poygala paniculata, o teste utilizado
foi o de suspensdo pela cauda conforme exemplificado na figura 5, com
algumas modificacdes, onde os camundongos foram avaliados por 6
minutos, os quais ficaram isolados por compartimentos, suspensos a 30
cm do chdo por uma fita adesiva, sendo avaliado o tempo de imobilidade.
O teste foi realizado com baixa luminosidade, foi filmado e as imagens
foram registradas para posterior avaliacdo (STERU et al., 1985).

Figura 5 — Fotografia do teste de Suspenséo de cauda.
Fonte: Elaborado pela autora.

4.4.4.2 Teste do Nado Forgado

O teste do nado forcado (figura 6), desenvolvido por Porsolt e
colaboradores, com adaptacdes, foi elaborado para avaliar propriedades
antidepressivas de compostos. Neste teste o animal é colocado,
individualmente, em um cilindro, preenchido com 4gua a + 25°C. A sala
onde foi realizado o teste foi iluminada com luz vermelha, e as imagens
gravadas para posterior visualizagdo. O animal ndo tem como escapar
desta situacdo, o que no inicio do teste leva a tentativas para tentar sair do
aparato como nadar, escalar, lutar e mergulhar. O tempo de duragdo do
teste é de cinco minutos, sendo contado o tempo que o animal passa
estando imovel. Apos este periodo o animal € retirado da agua, secado e
retorna a sua caixa (KLOET; MOLENDJIK, 2016).
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Figura 6 — Fotografia do teste do Nado Forgado.
Fonte: Elaborado pela autora.

4.4.4.3 Teste da Sacarose (Splash Test)

O teste da sacarose também é utilizado para avaliar um
comportamento tipo depressivo, o que diminuiria 0 comportamento de
autolimpeza do animal (ISINGRINI et al., 2010) foi realizado com luz
ambiente, com algumas adaptagdes. Os animais foram ambientados por
dez minutos em caixas de acrilico (medida de 13 cm de comprimento por
8 cm de altura). Foi utilizado um borrifador para esguichar uma solugédo
de sacarose a 10% na parte dorsal dos animais, em um total de trés
esguichos, o que provoca o comportamento de grooming (figura 7). Os
camundongos foram avaliados por 5 minutos para determinar o tempo
total de grooming de cada animal (HU et al., 2017).
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Figura 7 — Fotografia do teste da Sacarose.
Fonte: Elaborado pela autora.

4.4.5 Avaliacdo do comportamento tipo ansioso
4.4.5.1 Teste do Marble Burying

O Marble Burying é um teste sensivel para identificar um
comportamento tipo-ansioso nos animais (KEDIA; CHATTARIJI, 2014).
Assim como é sensivel para avaliar o comportamento depressivo-
doloroso e para verificar a acdo farmacoldgica de drogas utilizadas para
essas doencas (WILKERSON et al., 2018). O diazepam é eficaz em
diminuir o nimero de bolas enterradas pelos animais (COLLA et al.,
2015). E um teste também utilizado para avaliar o comportamento
repetitivo/estereotipado, pois 0 comportamento de enterrar as bolas de
vidro é compativel com o comportamento de escavacdo repetitivo nesses
animais (THOMAS et al., 2009). O teste foi realizado de acordo com o
protocolo de Kedia e Chattarji, com algumas modificagdes. Os animais
foram colocados em caixas de acrilico com maravalha, até 5 cm de altura,
individualmente para habituagdo por 10 minutos. Foram entdo removidos
para que 20 bolinhas de vidro fossem colocadas a uma distancia
equivalente (figura 8). Os animais entdo retornaram para esse ambiente
onde ficaram por 20 minutos para explorar. As bolinhas de vidro que
estavam com 2/3 de sua superficie cobertas por maravalha foram
computadas (KEDIA; CHATTARJI, 2014).
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Figura 8 — Fotografia do teste do Marble Burying.
Fonte: Elaborado pela autora.

4.4.6 Avaliacéo locomotora
4.4.6.1 Teste do campo aberto

O teste do campo aberto foi utilizado para avaliar o efeito dos
tratamentos sobre a atividade locomotora dos animais. O aparato (figura
9) utilizado para camundongos é feito de acrilico preto, com base cinza
claro dividido com linhas pretas, é quadrado e tem o tamanho de 50 cm
de comprimento por 40 cm de altura. Foram feitas algumas modificagdes
no teste. O animal foi colocado no centro do aparato e avaliado por 5
minutos. Os fatores examinados foram: nimero de cruzamentos nos
quadrados periféricos, nimero de cruzamentos nos quadrados centrais e
a locomocao total (periferia+ central). O cruzamento é contado quando o
animal atravessa o quadrado com as quatro patas (PRUT; BELZUNG,
2003). O teste foi realizado com luz vermelha e as imagens foram
registradas para posterior avaliagéo.
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Figura 9 — Fotografia do teste do campo aberto.
Fonte: Elaborado pela autora.
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5 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram analisados através do programa Graph Pad
Prism versdo 5.01 (USA). Os resultados estdo representados como média
+ erro padrdo da média (E.P.M) e para representacdo da Escala Grimace
foi utilizado a mediana e intervalo interquartil. Quando foi feita a
comparagao somente entre dois grupos foi utilizado o teste t de student
ndo pareado. Para avaliar a Escala Grimace foi utilizado o Teste de
Kruskal-Wallis. Ja para a comparacdo entre mais de dois grupos foi
utilizada a ANOVA de uma ou duas vias com o teste post hoc de
Bonferroni. Foram considerados estatisticamente significativos os valores
de p<0,05.
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6 RESULTADOS

6.1 AVALIACAO DE COMPORTAMENTO NOCICEPTIVO DOS
ANIMAIS TRATADOS COM RESERPINA.

Para avaliar o modelo animal de fibromialgia em camundongos
fémeas, foi primeiramente realizado a padronizacdo deste modelo no
Laboratorio de Neurobiologia da Dor e Inflamacdo (LANDI), o teste de
filamento de Von Frey foi realizado para avaliar a sensibilidade ao
estimulo mecénico. Este estudo demonstra que ambos o0s grupos de
animais sairam de um mesmo basal (B) de limiar mecanico e que apo6s a
inducdo do modelo com reserpina (RES) por trés dias consecutivos, seus
limiares diferiram a partir do 1°dia apds a administragdo de reserpina. Os
resultados mostrados na figura 10 indicam que os animais que receberam
reserpina tiveram a sensibilidade mecéanica aumentada. Destaca-se uma
acentuada queda no limiar mecénico no grupo RES nos dias 1, 2, 3, 6, 10,
14 e 21 [F (9, 162)= 15,12; p<0,001] apds o vigésimo oitavo dia ndo
foram observadas diferengas estatisticas quando comparado ao grupo
salina.
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Figura 10 — Avaliagcdo temporal da alodinia mecénica (teste de VVon Frey) no
modelo de fibromialgia induzida pela administracdo de reserpina em
camundongos. B representa os valores referente a avaliagdo basal da alddinia
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mecanica dos animais. Os valores expressam a média + EPM de 10 animais por
grupo. *** p < 0,001, **p<0,01, *p<0,05 indicam a diferenca estatistica em
relacdo ao grupo SAL. (ANOVA de duas vias de medidas repetidas).

Fonte: Elaborado pela autora.

Para avaliar a sensibilidade térmica ao frio, foi utilizado o teste da
Placa Fria. Os resultados demonstram que o grupo que recebeu reserpina
(RES) apresentou aumento na sensibilidade térmica ao frio. Isso fica em
evidéncia nos dias 1 e 6 [F(3,54)=26,26; p <0,0001] ap6s o ultimo
tratamento com reserpina, onde se observa uma reducdo no tempo de
permanéncia na superficie da placa nos animais que receberam a reserpina
guando comparado ao grupo salina (SAL) (figura 11).
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Figura 11 - Avaliacdo temporal da hiperalgesia térmica ao frio (teste da placa
fria) no modelo de fibromialgia induzida pela administragdo de reserpina em
camundongos. B, representa os valores referente a avaliagdo basal da
sensibilidade térmica dos animais. Os valores expressam a média £ EPM de 10
animais por grupo. *** p < 0,001 indicam a diferenga estatistica em relagdo ao
grupo SAL. (ANOVA de duas vias de medidas repetidas).

Fonte: Elaborado pela autora.

A escala Grimace, foi utilizada com a finalidade de avaliar o
componente emocional, que normalmente é subjetivo em humanos, frente
ao quadro doloroso dos animais tratados com reserpina. Os dados da
escala Grimace apresentados na figura 12 mostram que os dois grupos de
animais tinham um score proximo de zero quando seu basal (B) foi
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avaliado previamente a inducdo do modelo. Apds os trés dias
consecutivos de administracdo de reserpina, foi possivel observar
diferencas nas expressdes faciais dos camundongos. Nota-se que 0 grupo
RES apresentou aumento na pontuagdo da escala nos dias 1, 3, 6 e 10
(p<0,05), indicando que esses animais estavam apresentando algum grau
de nocicepg¢do quando comparado ao SAL, que se mostrou linear em seu
score durante todo o experimento. Este resultado denota que foi possivel
visualizar por meio de expressbes faciais que 0s animais estavam
possivelmente vivenciando um quadro do tipo doloroso, como se observa
nas fotografias demonstrando a diferenca entre os dois grupos (Fig.13).

© SAL # RES
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Figura 12 - Efeito da reserpina no modelo de fibromialgia sobre as expressdes
faciais dos animais avaliado através da Escala Grimace, ap0s 3 dias consecutivos
de administracdo de reserpina e salina pela via subcutanea. No gréfico: (B)
avaliagdo basal dos dois grupos. Os valores expressam a mediana e o intervalo
interquartil de 4-5 animais por grupo. *p<0,05 indica a diferenca estatistica em
relacdo ao grupo SAL. (Teste de Kruskal-Wallis).

Fonte: Elaborado pela autora.
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(B ©)
Figura 13 - Fotografias dos animais do grupo SAL (A) e do grupo RES (B) e
©).

Fonte: Elaborado pela autora.

6.2 ANALISE DA EMOCIONALIDADE DOS ANIMAIS
TRATADOS COM RESERPINA

Para analisar a emocionalidade neste modelo de fibromialgia, foram
utilizados testes que avaliam caracteristicas tipo depressivas e ansiosa nos
animais. Constata-se através dos resultados obtidos com o teste de
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suspensdo pela cauda, utilizado para verificar um possivel quadro tipo
depressivo, na Figura 14A que o grupo RES apresentou um tempo de
imobilidade maior quando comparado ao grupo SAL com t (df=14) =
4,948; p<0,001 no terceiro dia apés a inducdo do modelo. Contudo, ndo
foi observado comportamento tipo depressivo significativo dos animais
10 dias apo6s a inducdo do modelo, apesar do tempo de imobilidade do
grupo RES ter sido maior que o grupo SAL (Fig. 14B).
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Figura 14 - Avaliacdo do comportamento tipo depressivo (teste de suspensdo pela
cauda) no modelo de fibromialgia induzida pela administracéo de reserpina em
camundongos. O dado apresentado no gréafico A refere-se ao 3° dia e o grafico B
ao 10° dia apds a indugdo do modelo. Os valores expressam a média + EPM de 8
animais por grupo. *** p<0,001 indicam a diferenca estatistica em relagéo ao
grupo SAL (teste t de student ndo pareado).

Fonte: Elaborado pela autora.

O teste de Nado forgcado, também utilizado para verificacdo de
caracteristicas do tipo depressivas, foi realizado no 4° dia ap6s a indugdo
do modelo. A figura 15 mostra que o grupo RES apresentou um tempo de
imobilidade significativamente maior quando comparado ao grupo SAL
com t(df=14) = 4,949; p<0,001.
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Figura 15 - Avaliagdo do comportamento tipo depressivo (teste do nado forgado)
no modelo de fibromialgia induzida pela administragdo de reserpina em
camundongos. Os dados apresentados sdo referentes ao 42 dia apds a inducéo do
modelo. Os valores expressam a média £ EPM de 8 animais por grupo. ***p<
0,001 indicam a diferenca estatistica em relacdo ao grupo SAL (teste t de student
ndo pareado).

Fonte: Elaborado pela autora.

Do mesmo modo, o teste da Sacarose (Splash Test) foi utilizado para
avaliar o comportamento do tipo aneddnico presente na depressao, nos
dias 1 e 5 apos a inducdo do modelo, sendo contado o tempo de grooming
dos animais. A figura 16 A e B mostra que ndo foram observadas
diferencas estatisticas entre 0s grupos e nem entre os dias avaliados,
apesar do tempo de autolimpeza do grupo RES ter sido menor no diale
maior no dia 5 em relagéo ao grupo SAL.
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Figura 16 - Avaliagdo do comportamento aneddnico (teste da sacarose) no
modelo de fibromialgia induzida pela administracdo de reserpina em
camundongos. Os dados apresentados no grafico A sdo referentes ao 1° dia e 0
gréafico B ao 5° dia apés a inducdo do modelo. Os valores expressam a média +
EPM de 8 animais por grupo. Teste t de student ndo pareado.

Fonte: Elaborado pela autora.

Com o intuito de observar possiveis alteracdes relacionadas a um
perfil tipo ansioso, foi utilizado o teste do Marble Burying, nos dias 3 e 9
apos a inducdo do modelo. Este teste conta o nimero de bolas de vidro
enterradas pelos animais no tempo de 20 minutos. A figura 17 A e B
mostra que ndo foram observadas diferencas estatisticas no nimero de
bolas de vidro enterradas pelos animais entre os grupos e nem entre 0s
dias avaliados, apesar do nimero de bolas de vidro enterradas do grupo
RES ter sido maior no dia 3 em relacdo ao grupo SAL. Por meio desta
abordagem ndo foi possivel verificar se a reserpina é capaz de promover
um quadro do tipo ansioso.
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Figura 17 - Avaliagdo do comportamento tipo ansioso (teste do Marble Burying)
no modelo de fibromialgia induzido pela administracdo de reserpina em
camundongos. Os dados apresentados no grafico A refere-se ao 3° dia e o gréfico
B ao 9° dia apés a indugdo do modelo. Os valores expressam a média £ EPM de
8 animais por grupo. Teste t de student ndo pareado.

Fonte: Elaborado pela autora.

6.3 AVALIACAO DO EFEITO DO EXTRATO HIDROALCOOLICO
DA PLANTA Polygala paniculata NO COMPORTAMENTO
NOCICEPTIVO DOS ANIMAIS COM FIBROMIALGIA.

A Figura 18 mostra que o extrato hidroalcodlico da planta Polygala
paniculata (10-100 mg/kg) promoveu reducdo dependente da dose da
alodinia mecanica (teste Von Frey) presente no modelo de fibromialgia
induzida pela reserpina. Os dados apresentados na figura 18 A
[F(12,162)=11,32; p<0,0001] e figura 18 B [F(12,162)= 13,07; p<0,001]
mostram a reducdo no limiar mecéanico dos animais Reserpina+Salina
comparados ao Salina+Salina desde B1 até o 6° dia. Ja os dados da figura
18 C [F(18,216)=7,581; p<0,001] e da figura 18 D [F(18,216)= 8,770;
p<0,001] mostram que o extrato nas doses de 10, 30 e 100 mg/kg foi
capaz de alterar consideravelmente a sensibilidade mecénica causada pela
reserpina (Reserpina+Salina) no 1° dia avaliado através do decurso
temporal (grafico C) com um tempo de a¢do de até 8 horas para a dose de
10 mg/kg e até 24 horas para as doses de 30 e 100mg/kg, apresentando
diferenca estatistica até o 6° dia com as trés doses ( gréfico D).
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Figura 18 - Avaliacdo do decurso temporal (teste de Von Frey) do efeito do
extrato da planta P. paniculata no modelo animal de fibromialgia induzida pela
reserpina. Na figura (B1): basal ap6s administracdo da reserpina. Os valores
expressam a média + EPM de 10 animais por grupo. Os graficos A e B mostram
0 decurso temporal e avaliagdo dos dias ap6s indu¢do do modelo, nos grupos
controle ***p<0,001 em relagdo ao grupo Salina + salina. Os gréaficos C e D
demonstram a avaliagdo das doses de EHPp (10, 30 e 100 mg/kg). ***p<0,001(10
mg/kg), ###p<0,001(30 mg/kg), +++p<0,001(100 mg/kg) em relagdo ao grupo
Reserpina + salina. (ANOVA de duas vias).

Fonte: Elaborado pela autora.

Dias pés reserpina

Para avaliar o efeito do extrato, na sensibilidade térmica através do
teste da Placa fria (figura 19), foram escolhidas as doses de 10 mg/kg e
100 mg/kg, € o teste foi realizado no 1°dia apés a inducdo do modelo com
reserpina. As analises estatisticas por meio da ANOVA de uma via
mostraram um efeito significativo [F(4,39)=9,546; p<0,001]. Posteriores
analises post-hoc por meio do teste de Bonferroni mostraram que o tempo
de permanéncia na superficie do aparato para o grupo Reserpina+Salina
foi menor quando comparado ao Salina+Salina (p< 0,01). Ainda, as
analises demonstraram que o tratamento com o extrato nas doses de 10
mg/kg e 100mg/kg foram capazes de reduzir a alteracdo sensorial gerada
pela reserpina.
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Figura 19 - Avaliagdo do extrato da planta P. paniculata na sensibilidade térmica
(teste da Placa Fria) no modelo animal de fibromialgia. Os valores expressam a
média £ EPM de 8-10 animais por grupo. **p<0,01 diferenga estatistica em
relagdo ao grupo Salina + Salina. #p<0,05; ###p<0,001 diferenca estatistica para
0 grupo Reserpina + Salina. (ANOVA de uma via).

Fonte: Elaborado pela autora.

A Figura 20 mostra o resultado do teste da escala Grimace. As
analises estatisticas por meio do teste de Kruskal-Wallis mostraram que
houve diferenga sobre a pontuacdo da expressdo facial dos animais. A
diferenca com relacdo aos aspectos avaliados como por exemplo, a
abertura ocular e a posicdo das orelhas, como descrito nos métodos foi
estatisticamente  significativa  (p<0,001) entre 0S  grupos
Reserpina+Salina comparado ao Salina+Salina desde o B1 até o 10° dia.
Com relacéo aos grupos que receberam tratamento com o EHPp, observa-
se seu efeito na dose de 100 mg/kg do segundo (p<0,01) ao terceiro dia
(p<0,05) quando comparado com o grupo Reserpina+Salina. Ndo foram
observadas diferencas estatisticas nos grupos tratados com o EHPp nas
doses de 10 mg/kg e 30 mg/kg quando comparados ao grupo
Reserpina+Salina.
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Figura 20 - Avaliacdo do EHPp sobre o componente emocional associado a dor
(Escala Grimace) no modelo de fibromialgia induzido pela administracdo de
reserpina em camundongos. Na figura (B1): basal dos animais apés a indugéo do
modelo. Os valores expressam a mediana e o intervalo interquartil de 10 animais
por grupo. O gréfico mostra a diferenca estatistica entre o grupo
Reserpina+Salina (***p<0,001) comparado ao Salina+Salina. Nos grupos
tratados com o EHPp, nota-se seu efeito a partir do 2° dia com a dose de 100mg/kg
(##p<0,01) até o 3° dia (#p<0,05) quando comparado ao Reserpina+Salina.
(Teste de Kruskal-Wallis).

Fonte: Elaborado pela autora.

6.4 ANALISE DA ACAO DO EXTRATO DA PLANTA Polygala
paniculata NA EMOCIONALIDADE DOS ANIMAIS COM
FIBROMIALGIA.

Para investigar o efeito do extrato na emocionalidade dos animais,
com relacdo ao perfil tipo depressivo, as doses escolhidas foram a de
10mg/kg e a de 100mg/kg. Estas foram escolhidas por apresentarem
efeito nos testes de VVon Frey e na Placa fria. As analises estatisticas por
meio da ANOVA de uma via mostraram um efeito significativo [ F (5,60)
= 7,084; p <0,001] (Fig.21). Posteriores analises post hoc por meio do
teste de Bonferroni mostraram que houve diferenga no tempo de
imobilidade entre o grupo Reserpina+Salina contraposto ao grupo
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Salina+Salina (p<0,01). Ainda, as analises demonstraram que o0
tratamento com o extrato nas doses de 10mg/kg e 100mg/kg nao foi capaz
de prevenir a alteracdo gerada pela reserpina. Contudo, a amitriptilina na
dose de 30mg/kg foi capaz de reverter o quadro gerado pela reserpina
(p<0,001) guando comparado ao grupo Reserpina+Salina.
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Figura 21 - Avaliacédo do efeito do EHPp no comportamento tipo depressivo (teste
da suspensdo pela cauda) no modelo de fibromialgia induzida pela administragdo
de reserpina em camundongos. Teste realizado no 3° dia, ap6s a inducdo do
modelo. Os valores expressam a média + EPM de 10-12 animais por grupo. O
grupo Reserpina+Salina diferiu estatisticamente (**p<0,01) quando comparado
ao Salina+Salina. O EHPp néo apresentou efeito nas doses de 10 e 100 mg/kg,
mas a amitriptilina (30 mg/kg) diferiu estatisticamente (###p<0,001) do grupo
Reserpina+Salina. (ANOVA de uma via).

Fonte: Elaborado pela autora.

Adicionalmente ao teste de suspensdo pela cauda, foi investigado o
efeito do extrato no teste do Nado Forcado (figura 22). As avaliacdes
estatisticas por meio da ANOVA de uma via mostraram um efeito
significativo [F (5, 60) = 5,099; p<0,01]. Posteriores andlises post hoc por
meio do teste de Bonferroni demonstram que houve diferenga no tempo
de imobilidade entre o grupo Reserpina+Salina contraposto ao grupo
Salina+Salina (p<0,05). As analises também mostraram que o tratamento
com o EHPp nas doses de 10mg/kg e 100mg/kg foram capazes de
prevenir as alteragdes causadas pela reserpina (p<0,05 em ambas as
doses), ainda a amitriptilina conseguiu reverter o efeito reserpina
(p<0,001) quando comparado ao grupo Reserpina+Salina.
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Figura 22 - Andlise do EHPp no comportamento tipo depressivo (teste do nado
forcado) no modelo de fibromialgia induzida pela administracdo de reserpina em
camundongos. Os dados apresentados sao referentes ao 4° dia ap6s a indugdo do
modelo. Os valores expressam a média £ EPM de 10-12 animais por grupo. A
figura mostra que o grupo Reserpina+Salina diferiu estatisticamente (*p<0,05)
quando contraposto ao grupo Salina+Salina. Os grupos tratados com o EHPp
diferiram estatisticamente  (#p<0,05) quando comparados ao grupo
Reserpina+Salina, assim como os animais tratados com Amitriptilina (30mg/kg)
(###p<0,001) (ANOVA de uma via).

Fonte: Elaborado pela autora.

6.5 AVALIACAO DA ATIVIDADE LOCOMOTORA DOS ANIMAIS
SUBMETIDOS A ADMINISTRACAO DE RESERPINA E
TRATADOS COM O EXTRATO DA PLANTA Polygala paniculata.

Para investigar a agdo reserpina e do EHPp sobre a atividade
locomotora dos animais, foi utilizado o teste do campo aberto, visando
avaliar a locomocao espontanea dos animais com relacdo ao modelo de
fibromialgia escolhido por este trabalho. As anélises estatisticas por meio
da ANOVA de uma via mostraram um efeito significativo
[F(4,47)=6,362; p<0,001] nos cruzamentos totais (Fig. 23 A).
Subsequentes analises post hoc por meio do teste de Bonferroni
mostraram que houve diferencas nos nimeros de cruzamentos totais entre
0s grupos Reserpina+Salina (p<0,01), Reserpina + EHPp (10 mg/kg, p<
0,05), Reserpina+tEHPp (100mg/kg, p<0,05) e Reserpina+Amit
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(30mg/kg, p<0,001) comparado ao Salina+Salina. Entretanto as analises
demonstraram que o tratamento com EHPp ndo foi capaz de prevenir a
hipolocomocdo causada pela reserpina.

Com relacéo aos cruzamentos periféricos na Figura 23 B, as avaliacGes
estatisticas por meio da ANOVA de uma via demonstram um efeito
significativo [F(4,47)=6,394; p<0,001]. Posteriores analises post hoc por
meio do teste de Bonferroni mostraram diferencas estatisticas nos
nimeros de cruzamentos periféricos entre os animais dos grupos
Reserpina+Salina (p<0,01), Reserpina+EHPp (10mg/kg, p<0,05) e
Reserpina+Amit (30mg/kg, p<0,001) quando comparados ao grupo
Salina+Salina. Contudo, o extrato ndo foi capaz de reverter a reducdo na
locomogdo gerada pela reserpina. Com referéncia aos cruzamentos
centrais, as avaliagfes estatisticas por meio da ANOVA de uma via
revelam que ndo houve diferencas estatisticas entre 0s grupos
[F(4,47)=1,278; p>0,05] (Fig.23 C).
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Figura 23 - Efeito da reserpina e avaliacdo do EHPp sobre a locomogéo (teste
do campo aberto) no modelo de fibromialgia induzida pela administracdo de
reserpina em camundongos. Teste realizado no 1° dia apés a indugdo do
modelo. Os valores expressam a média + EPM de 8-12 animais por grupo. Os
dados mostram a diferenca estatistica dos demais grupos em relagéo ao grupo
Salina+Salina *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 (ANOVA de uma via).
Fonte: Elaborado pela autora.
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7 DISCUSSAO

Com o intuito de ampliar os conhecimentos até entdo existentes
com rela¢do aos modelos animais de fibromialgia, e tentar agregar novas
formas de avaliagdo, a opcdo pela utilizagdo de camundongos fémeas,
agrega novos dados a literatura para uma melhor compreensdo do modelo
animal visto que a prevaléncia desta sindrome é muito superior no sexo
feminino (HEIDARI et al., 2017) e o modelo escolhido para esta pesquisa
foi baseado nos conhecimentos obtidos com o desenvolvimento original
de um modelo animal, elaborado por Nagakura e colaboradores que foi
capaz de integrar as validacbes de face, constructo e preditiva
(NAGAKURA et al., 2009).

Sabe-se que os pacientes com fibromialgia possuem uma
sensibilidade aumentada a estimulos mecénicos, ao calor e ao frio. Em
muitos casos essa resposta dolorosa ocorre com determinados estimulos
gue ndo geram dor em pessoas saudaveis (BRADLEY, 2009). Os dados
encontrados no presente estudo apos a inducao do modelo de fibromialgia
com reserpina demonstraram que 0S animais que receberam reserpina
apresentaram uma alodinia mecanica do 1° ao 21° dia apés a indugdo do
modelo, que foi avaliada por meio do teste de filamento de Von Frey,
esses achados sdo semelhantes aos encontrados por Nagakura e
colaboradores em ratas, as quais apresentaram um baixo limiar mecéanico
de resposta tatil neste mesmo teste, presente até o 14° dia (NAGAKURA
et al., 2009). Outro estudo, observou a presenca de hiperalgesia mecéanica
e alodinia tatil do primeiro ao sétimo dia ap6s a inducdo do modelo em
ratas (HERNANDEZ-LEON et al., 2018).

A percepcao da temperatura é de grande valia para evitar condi¢bes
nocivas ao organismo (MCKEMY, 2013). O trato espinotalamico é o
responsavel por levar as informacgdes relacionadas a temperatura ao
encéfalo. As fibras responsaveis pela conducdo do estimulo térmico,
nesse caso o frio, sdo as fibras C e A3. A dor ao frio se faz presente em
muitas patologias tanto de origem central quanto periférica, o que faz com
que as pessoas por ela acometidas possam vir a desenvolver um quadro
de hiperalgesia ou alodinia ao frio (YIN et al., 2015). Existem vérios
receptores ao frio, dentre eles estdo os canais ibnicos como o TRP
(potencial receptor transiente) sendo que o TRPMS8, age como um
detector ao frio e é sensivel a pequenas variagdes de temperatura e o
TRPAL é encarregado pela sensacdo dolorosa ao frio (BELMONTE;
BROCK; VIANA, 2009).

Na avaliagdo da sensibilidade térmica ao frio, verificado através da
placa fria, esse estudo demonstrou que 0s animais expostos a
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administracdo da reserpina tiveram seus limiares de sensibilidade ao frio
reduzidos no 1° e 6° dia de testes. Corroborando os achados da presente
pesquisa, um estudo utilizou o teste da acetona, para estudar a resposta ao
frio, em ratos machos reserpinados, e encontraram um aumento na
sensibilidade térmica do 1° ao 10° dia (OE et al., 2010). O hipotalamo é
responsavel pela temperatura corporal e as monoaminas atuam nessa
regidio (CRANSTON; ROSENDORFF, 1967), a Area Pré Optica, faz
parte de um dos nicleos do hipotdlamo e tem grande importancia na
regulacdo da temperatura (CONTRERAS et al.,2017), essa area é
necessaria para a resposta térmica ao frio uma vez que ela recebe os sinais
oriundos da medula espinal por meio de estimulos sensoriais nos
termoreceptores (TAN; KNIGHT, 2018). Outras regides hipotalamicas
como a ventromedial, a dorsomedial e a posterior também interagem na
reposta ao frio, como visto em um estudo que utilizou ratos para avaliar a
regulacdo da temperatura por meio da temperatura corporal dos ratos e
fez uso de microdialise para mensurar as concentragcdes de monoaminas
nessas regibes hipotalamicas quando expostos a uma temperatura de 5°C
por trés horas. Eles observaram que durante a exposi¢do ao frio houve
aumento nas concentracfes de 5-HT na regido dorsomedial e do
metabolito da DA, o acido 3,4 di- hidroxifenilacético na regido posterior,
indicando que essas areas podem fazer parte da produgéo de calor quando
0 animal é exposto ao frio (ISHIWATA; GREENWOOD, 2017). Outro
estudo avaliou no bulbo de gatos que a norepinefrina e a serotonina estdo
envolvidas na via aferente de regulacdo da temperatura (LEE et al., 1977).
Como a reserpina altera as concentragbes normais de monoaminas
diminuindo-as consideravelmente, esses dados também ajudam a explicar
0 aumento da sensibilidade ao frio encontrada no teste da placa fria.

Na busca por tentar um método de investigacdo nociceptiva que
envolva ndo somente testes desenvolvidos na linha de quantificacdo da
sensibilidade mecanica e térmica, este estudo fez uso de uma avaliacdo
subjetiva para tentar ampliar os conhecimentos e tentar caracterizar de
maneira qualitativa o quadro nociceptivo gerado pela reserpina. Isto foi
possivel por meio da utilizacdo da escala Grimace, na qual as
caracteristicas das expressdes faciais exibidas pelos animais sdo
pontuadas. O presente estudo demonstrou por meio desta ferramenta que
0s animais expostos a acdo da reserpina, apresentaram mudancas faciais
perceptiveis, que provavelmente revelam um quadro nociceptivo, do 1°
ao 10° dia ap6s a inducdo do modelo, quando comparados aos animais
que receberam o veiculo da reserpina. Até o presente momento alguns
estudos fizeram uso desta escala em modelos de laparotomia com
associagdo ao tratamento com analgésicos (MATSUMIYA et al., 2012),
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inducdo cirdrgica de infarto do miocardio (FALLER et al., 2014),
vasectomia (LEACH et al.,2012), inje¢do intra-plantar de carragenina
(LEUNG et al., 2016), portanto essas pesquisas fortalecem e apoiam o
uso deste método para mensurar o quadro algico no animal e o efeito de
tratamentos analgésicos.

O presente estudo verificou que o extrato da P. paniculata inibiu a
nocicepc¢do causada pela reserpina, averiguada através dos testes de VVon
Frey e placa fria nas doses de 10, 30 e 100 mg/kg, com um tempo de agdo
avaliado no decurso temporal de até 8 horas para a dose de 10 mg/kg e
até 24 horas para as doses de 30 e 100mg/kg. A propriedade
antinociceptiva desse extrato ja havia sido previamente investigada por
Lapa e colaboradores (2009) que mostraram que o extrato administrado
pela via oral apresentou um efeito protetor nas doses de 0,001 a 10 mg/kg
com relagdo ao comportamento nociceptivo induzido por modelos como
a injecdo intraperitoneal de acido acético, formalina, capsaicina,
glutamato e injecéo intratecal de aminoacidos excitatérios e citocinas pro-
inflamatorias. A dose de 0,1 mg/kg foi escolhida para investigar o tempo
de acdo do extrato por meio do teste da injecdo intraplantar de glutamato
na pata do animal, demonstrando um efeito antinoceptivo de até 8 horas
apos o tratamento (LAPA et al., 2009).

Alguns farmacos vém sendo testados no modelo animal de
fibromialgia induzida pela reserpina. Ogino e colaboradores relataram
em seus estudos que os agonistas de receptores 5-HT2c (Locarserin, YM
348 e Vabicaserin) foram capazes de reduzir a hiperalgesia muscular nos
animais submetidos a este modelo (OGINO et al., 2013). Ja em um
modelo de fibromialgia induzido pelo estresse ao frio, Nishiyori e colegas
constataram em seus estudos que a injecdo intratecal de antidepressivos
como milnacipran, paroxetina e amitriptilina em animais apresentou um
efeito analgésico na hiperalgesia térmica (NISHIYORI et al., 2011). A
reserpina, em ratos, causa uma diminui¢do no limiar de pressao muscular,
0 estudo realizado por Kiso e colaboradores demonstrou que a
pregabalina (10 e 30 mg/kg) e a duloxetina (30 mg/kg) foram capazes de
aumentar o limiar de pressdo muscular nesses animais. A pregabalina foi
capaz de elevar a concentracdo de norepinefrina e a duloxetina também
foi capaz de aumentar as concentracdes de dopamina, serotonina e
norepinefrina no corno dorsal da medula espinal (KISO et al., 2018).

As expressOes faciais sdo estudadas ha muito tempo, pois através
delas sdo expressas tanto emog¢des quanto um indicio de dor. Elas sdo de
grande valia para tentar compreender a dor em pacientes que ndo podem
se comunicar verbalmente, como 0s neonatos e pacientes em coma
(ARIF-RAHU, GRAP, 2010; PRKACHIN, 2009). O extrato também se
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mostrou efetivo na dose de EHPp 100mg/kg utilizada neste estudo na
andlise por meio da escala Grimace, fortalecendo os dados encontrados
nos outros testes que avaliaram a sensibilidade mecanica e térmica. Ao
que consta este é o primeiro estudo que investigou o efeito da P.
paniculata por meio dessa escala.

O proximo passo para adequada compreensdo do modelo de
fibromialgia foram os testes realizados para o estudo da emocionalidade,
onde foi possivel analisar o perfil tipo depressivo devido ao uso da
reserpina nos animais nos testes de suspensdo de cauda no terceiro dia e
no nado forgado no quarto dia, pois estes animais tiveram um tempo de
imobilidade maior, o que caracterizaria um quadro tipo depressivo.
Nagakura e colaboradores utilizando esse modelo em ratos, também
verificaram aumento do tempo de imobilidade no teste do nado forgado
nos dias 3, 5, 7 e 14 que se seguiram apds a indugdo do modelo
(NAGAKURA et al., 2009). Estudos utilizaram o modelo em
camundongos machos Swiss na dose de 0,25 mg/kg por trés dias
consecutivos conseguindo a mesma resposta no nado forcado, obtida por
este estudo, mas no primeiro dia apds a inducdo com reserpina (SOUZA
et al., 2014; KLEIN et al., 2016).

Assim como em trabalho realizado por Liu e colaboradores que
obtiveram dados semelhantes aos nossos, nos testes do nado forgado e
suspensdo pela cauda em camundongos machos C57BL/6 apds a
administracdo das trés doses de 1 mg/kg de reserpina, em dias
consecutivos (LIU et al., 2014). Também foi encontrado o perfil tipo
depressivo no teste do nado forgado em ratos submetidos a administracdo
de reserpina por 14 dias na dose de 0,2 mg/kg (ANTKIEWICZ-
MICHALUK et al., 2014). Associado a estes testes, 0 da sacarose nao
demonstrou diferenca estatistica nos dias em que foi realizado, ndo foram
encontrados dados na literatura sobre esse teste com o modelo de
fibromialgia utilizado neste estudo. Atualmente, as pesquisas apontam
para provaveis mecanismos que podem estar envolvidos na depressdo,
dentre eles: alteracBes no eixo HPA, fatores ambientais e genéticos e a
hipdtese das monoaminas. Esta ultima é explicada devido a diminuicéo
de 5-HT, DA e NA na fenda sinaptica, que vem sendo encontrada pelo
exame de PET em pacientes com depressao. Isso também poderia ocorrer
por alteracbes nos receptores, gerando prejuizo na ligacdo dos
neurotransmissores, afetando sua transmissdo (JESULOLA; MICALOS;
BAGULEY, 2017). Algumas regides cerebrais estdo sendo relacionadas
a depressdo como cortex pré-frontal, hipocampo e amigdala por
alteragBes encontradas nesses pacientes através de exames de imagem.
Todos os circuitos de comunicagdo neural que fazem parte da depressao
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estdo intimamente relacionados a acdo das monoaminas, pois a area
tegmental ventral responsavel pela DA, locus coeruleus pela NA e a rafe
dorsal pela 5-HT mandam projecGes para todas essas regides
(KRISHNAN; NESTLER, 2008). Uma vez que a reserpina sabidamente
diminui as concentragdes de monoaminas e tem como efeito colateral a
depressdo, sua utilizagdo no modelo animal de fibromialgia conseguiu
induzir um perfil tipo depressivo nos animais o que fortalece a validade
de face e de constructo deste modelo.

Foi utilizado o teste do Marble Burying, mas néo foi constatado
por meio desse teste um perfil tipo ansioso nos animais que pudesse ser
causado pela reserpina, também ndo foi encontrado na literatura esta
abordagem especifica em outros estudos nesse modelo. Esse teste foi
utilizado em outro estudo com objetivo de avaliar possiveis efeitos
ansioliticos do cido ascorbico e da cetamina, mas ndo foram encontradas
diferencas nesse teste especifico para as doses utilizadas no trabalho,
entretanto o 4cido ascérbico e a cetamina demonstraram efeito tipo
ansiolitico nos testes do labirinto em cruz elevado, caixa claro/escuro e
campo aberto (FRAGA et al., 2018). O Marble Burying também néo foi
capaz de demonstrar diferenca com a acdo do acido ursélico mas foi
sensivel ao diazepam. Ja em outros testes que avaliaram o perfil tipo
ansioso dos animais como o teste do campo aberto e o teste do labirinto
em cruz elevado foi possivel observar o efeito tipo ansiolitico do acido
ursélico (COLLA et al., 2015). Muitas vezes associada ao quadro
depressivo e a dor, a ansiedade gera prejuizo na qualidade de vida dos
pacientes. A sua fisiopatologia ainda ndo foi esclarecida, mas a
diminuicdo na concentracdo de 5-HT no liquor desses pacientes foi
encontrada. A noradrenalina também parece estar envolvida, visto que
alguns estudos encontraram um aumento na concentracdo plasmatica
desse neurotransmissor (NUTT et al., 2002). Atualmente, o tratamento
farmacoldgico inicial de escolha para a ansiedade é realizado com o uso
de inibidores seletivos da receptacdo de serotonina (LEICHSENRING;
LEWEKE, 2017). Talvez outros testes que avaliem esse comportamento
tipo ansioso, possam ser validos para trazer mais robustez aos dados aqui
obtidos. Ja que esse teste é relacionado ao comportamento de escavagdo
encontrado nesses animais e tem mostrado sua utilidade para investigar
principalmente comportamentos repetitivos (THOMAS et al., 2009).
Outro fator que pode ter contribuido para esse resultado é o fato de que a
reserpina depleta as concentragdes tanto de 5-HT quanto de NA, o que
neste Gltimo caso difere dos dados encontrados na clinica.

Foi avaliado se o extrato seria capaz de exercer efeito no perfil tipo
depressivo induzido pela reserpina que foi encontrado nos animais. Para
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isso escolhemos a menor e a maior dose efetiva dada pelos testes da placa
fria e pelo teste do Von Frey. No teste de suspensdo de cauda ndo foi
observado efeito do extrato em nenhuma das doses, ja no teste do nado
forgcado as duas doses de escolha mostraram efeito protetor significativo,
reduzindo o tempo de imobilidade dos animais que foram tratados em
comparacao ao grupo que foi tratado somente com salina.

Em pesquisa sobre a a¢do do extrato da P. paniculata no perfil tipo
depressivo, Bettio e colaboradores, mostraram um efeito antidepressivo
nas doses de 0,01-30mg/kg no teste do nado forcado (BETTIO et al.,
2011). Os antidepressivos triciclicos (ADT), como a amitriptilina, tem
como mecanismos de acdo o blogueio da captacdo de serotonina e
norepinefrina (RANG et al., 2012). Os resultados descritos nesse trabalho
fortalecem sua acdo antidepressiva, ja que a amitriptilina foi capaz de
reverter o quadro tipo depressivo induzido pela reserpina no teste da
suspensdo pela cauda e no nado forcado. Da mesma forma, esse
antidepressivo triciclico, na dose de 30mg/kg, foi eficaz em diminuir o
tempo de imobilidade no nado forcado em um modelo de lesdo por
constri¢do cronica em camundongos (JESSE; WILHELM; NOGUEIRA,
2010). O provavel mecanismo de acdo do EHPp aponta para uma
interacdo com o sistema monoaminérgico e os receptores 5-HT2A, D1 e
D2, 02 e B, nos respectivos sistemas serotonérgico, dopaminérgico e
noradrenérgico (BETTIO et al., 2011) combinado com um importante
efeito de um dos compostos presentes nesse extrato, a cumarina, que
possui efeito como inibidor da MAO (STEFANACHI et al., 2018) uma
vez que pacientes com depressdo também apresentam aumento na
atividade da MAO, o que diminui substancialmente as monoaminas, 0
que levou a utilizagdo de inibidores da MAO como antidepressivos para
o tratamento da depressdo (JESULOLA; MICALOS; BAGULEY, 2017).

O teste do campo aberto mostrou que os animais que receberam a
reserpina, apresentaram uma reducdo no nimero de cruzamentos quando
comparados ao grupo Salina/Salina. Um estudo averiguou o efeito de trés
doses distintas de reserpina (0,1; 0,5 e 1mg/kg), aplicadas por 4 dias
consecutivos na atividade locomotora de camundongos machos da
linhagem Swiss. Os pesquisadores observaram reducdo nessa atividade a
partir do segundo dia ap6s a indugdo do modelo com a dose de 1mg/kg e
no vigésimo dia todas as doses foram capazes de reduzir a locomocao dos
animais. Com sessenta dias 0s animais tiveram suas atividades
locomotoras restabelecidas (FREITAS et al., 2016). Nenhuma das trés
doses do EHPp, nem a amitriptilina ndo foram capazes de reverter a
hipolocomocao encontrada nos animais que receberam a reserpina. Esse
resultado também foi encontrado em outro estudo, neste mesmo modelo
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de fibromialgia, mas o tratamento foi realizado com resveratrol, dleo de
farelo de arroz e pregabalina, com o teste do campo aberto sendo realizado
no primeiro dia apés a inducdo do modelo, e os tratamentos ndo
conseguiram reverter a hipolocomocéo gerada pela reserpina (KLEIN et
al.,2016). O tratamento realizado com canabidiol ndo se mostrou efetivo
para alterar a reducéo na locomocéao causada pela reserpina avaliada em
ratos (PERES et al., 2016).

A dopamina tem funcdo primordial no controle motor, na
motivacdo e no circuito de recompensa (CACHOPE; CHEER, 2014).
Com relagdo ao controle motor, sua produgdo ocorre na substancia nigra
para posteriormente ser liberada no estriado (OLGUIN et al., 2016).
Quando existe uma alteragdo na producdo da dopamina, a Doenga de
Parkinson é imediatamente associada a este quadro, pois a sabida reducao
na dopamina, gera os conhecidos sintomas motores como tremor, lentiddo
dos movimentos, rigidez, instabilidade postural os quais s6 vdo se
manifestar com uma degeneracdo de neurdnios dopaminérgicos na
substancia nigra maior que 80% (KLINGELHOEFER; REICHMANN,
2015). Como ja foi descrito nesse trabalho a reserpina sabidamente reduz
as monoaminas, dentre elas, a dopamina, que apresenta relevante papel
na funcdo locomotora e como resultado isso péde ser verificado através
da diminuig8o na atividade exploratéria e na locomocao dos animais que
foram tratados com a reserpina. Os tratamentos empregues nesse trabalho
ndo se mostraram efetivos em reverter a hipolocomoc¢éo encontrada nesse
modelo animal de fibromialgia. Com relacdo ao tratamento com o
farmaco antidepressivo (amitriptilina), o qual ndo foi capaz de
restabelecer a atividade locomotoras dos animais, € possivel que possa ter
ocorrido a associacdo da conhecida acdo da reserpina como colocado
previamente  com um dos efeitos colaterais encontrados nos
antidepressivos triciclicos que é o seu efeito sedativo (RANG et al.,
2012), pois durante a realizagéo do teste do Campo Aberto foi observado
que alguns dos animais do grupo Reserpina+tAmit (30mg/kg),
deambularam pouco ficando parados em um ponto do aparato. Como o
EHPp ndo conseguiu reverter a hipolocomogao, isso sugere que o extrato
ndo possui acdo estimulante, como pode ser visto quando o animal é
tratado, por exemplo, com o metilfenidato o que gera hiperlocomocéo
(SOUZA et al., 2016).

Apesar de ndo ter efeito na locomogdo, os tratamentos com o
EHPp e com a amitriptilina foram eficientes em alterar o perfil tipo
depressivo encontrado nos animais que receberam a reserpina, o que pode
demonstrar um possivel efeito do extrato relacionado com a serotonina e
a noradrenalina. Esse achado vai ao encontro de um estudo que também
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identificou que o extrato pode exercer sua funcdo nos sistemas
noradrenérgicos, serotonérgicos e dopaminérgicos (BETTIO et al., 2011).
Todos esses dados, fortificam a acdo do EHPp, uma vez que 0s
tratamentos preconizados para a fibromialgia fazem uso, por exemplo, de
inibidores da recaptagéo de serotonina e noradrenalina (WELSCH et al.,
2018) e inibidores seletivos da recaptagdo de serotonina (WALITT et al.,
2016). Outro resultado interessante € relacionado a acdo do extrato em
inibir os efeitos deletérios causados pela injegdo intraplantar de glutamato
(LAPA et al.,, 2009). Uma vez que alteragdes glutamatérgicas, sdo
encontradas em pacientes com FM os tratamentos com anticonvulsivantes
vem demonstrando eficacia no manejo da dor crénica (WIFFEN et al.,
2013), assim como tem sido encontrado aumento nos niveis de glutamato
em pacientes com depressao e ansiedade (MILADINOVIC; NASHED;
SINGH, 2015) e por se tratar de uma sindrome muito complexa, possiveis
tratamentos que atuem na transmissdo glutamatérgica podem se mostrar
de grande importancia para esses pacientes (HARRIS, 2010).

Os resultados encontrados por essa pesquisa fortalecem e trazem
mais robustez aos dados encontrados na literatura relacionados ao modelo
animal de fibromialgia induzido pela reserpina, por agregar novas formas
de avaliacdo para a adequada compreensdo dessa sindrome e pela
tentativa de langar a luz na busca por novas terapéuticas que possam ser
de fato efetivas no tratamento de doengas complexas como a dor cronica
e a depresséo.

A dor cronica gera grandes desafios com relagdo a forma de
manejo farmacolodgico, devido a baixa eficacia e seus efeitos colaterais,
sendo que esses medicamentos deveriam tratar englobando os sintomas
fisico e psicoldgicos para beneficio do paciente (MITSI; ZACHARIOU,
2016). Todos esses dados associados as pesquisas prévias utilizadas para
este estudo reforcam a acdo do extrato hidroalcodlico da planta
P.paniculata em diferentes quadros de inducdo do perfil nociceptivo e
tipo depressivo, estimulando a busca para o entendimento do seu possivel
mecanismo de acdo. Tudo isso ajuda a fortalecer a procura por novos
tratamentos que atuem de forma ampla contribuindo para a melhora
global do paciente e ndo s6 atuando em apenas uma via, mas unindo e
equilibrando os personagens destes caminhos que por alguma razdo nédo
estdo fazendo seu percurso normal. Portanto, mais estudos sdo
necessarios para tentar compreender o real mecanismo de agdo do EHPp,
apesar dos bons resultados encontrados por esse estudo, expandindo os
conhecimentos até entdo existentes e investigando as a¢fes do extrato em
outras patologias que compartilhem de alteracfes semelhantes as
encontradas nessa sindrome dolorosa.
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8 CONCLUSAO

Conclui-se com este trabalho que a reserpina foi capaz de induzir
um quadro nociceptivo de longo prazo, fazendo com que 0s animais
apresentassem alodinia mecéanica e hiperalgesia térmica, além de gerar
um quadro tipo depressivo. O que demonstra que este modelo de estudo
para fibromialgia agrega duas significativas alteracGes encontradas em
pacientes que sofrem com essa sindrome dolorosa.

Através dessa pesquisa foi possivel avaliar a agdo do EHPp nesse
modelo, o qual mostrou ter efeito antinociceptivo e antidepressivo nos
animais. Mais estudos sdo necessarios para tentar elucidar os mecanismos
de acdo do extrato planta Polygala paniculata, sobre a dor e a depresséo.
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