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RESUMO

Introducio: A fibromialgia (FM) ¢ um distarbio musculoesquelético complexo caracterizado
por dor cronica generalizada acompanhada de sintomas sométicos e emocionais, incluindo
distarbios do sono, fadiga, ansiedade e depressdo. Embora a etiologia da FM ainda seja
desconhecida, a diminui¢do significativa das aminas biogénicas, ou seja, dopamina,
norepinefrina e serotonina sdo caracteristicas comuns em sua patogé€nese. Evidéncias
anteriores sugerem que a dopamina estd profundamente envolvida no controle da dor. Além
disso, as terapias farmacoldgicas atuais t€ém um papel limitado e os beneficios clinicos ndo sao
satisfatorios, portanto, a modulagdo do sistema inibitério descendente pode produzir efeito
analgésico durante a progressao da FM. Objetivo: O presente estudo objetivou investigar o
efeito antinociceptivo do pramipexol (PPX) — agonista do receptor D3/D2 dopaminérgico —
no modelo experimental de FM induzido por reserpina em camundongos. Métodos: O modelo
experimental de FM foi induzido por injecdao subcutanea (s.c.) de reserpina (0,25 mg/kg) uma
vez ao dia por 3 dias consecutivos em camundongos Swiss fémeas. Os animais foram tratados
com PPX (0,1, 1 e 5 mg/kg, i.p.), uma vez ao dia, do dia 4 ao dia 14 (tratamento terapéutico)
ou com 1 mg/kg do dia 0 ao dia 4 (tratamento preditivo). Posteriormente, os animais foram
eutanasiados, ¢ os tecidos cerebrais (cortex pré-frontal e medula espinhal) foram coletados
para andlises bioquimicas e moleculares. Resultados: O tratamento terapéutico com PPX
inibiu significativamente a alodinia mecanica e sensibilidade térmica induzida pela reserpina.
Relevantemente, o PPX reduziu o tempo de imobilidade no teste de nado forcado e aumentou
o numero de grooming (comportamento de autolimpeza) no teste de borrifagem de solucao de
sacarose, respectivamente. No teste de labirinto em cruz elevado, os animais que receberam
PPX 1 mg/kg permaneceram maior tempo nos bragos abertos, em comparagdo com 0 grupo
reserpina. A administragao repetida de PPX (1 mg/kg, i.p), administrada diariamente, durante
4 dias, bloqueou significativamente a alodinia mecéanica induzida pela reserpina, com inibi¢ao
semelhante aquela observada nos animais tratados com pregabalina (30 mg/kg, v.0), usada
como controle positivo, muito embora ndo tenha alterado significativamente a nocicepgao
térmica induzida por reserpina. Ainda, foi possivel observar que o tratamento com PPX
reestabeleceu os niveis diminuidos de dopamina na medula espinhal e cortex pré-frontal
quando comparado aos animais controles ndo tratados. Conclusdo: Em conjunto, os
resultados do presente trabalho demonstram que o agonista preferencial do receptor D3/D2
reduziu os sintomas clinicos induzidos pelo modelo experimental de FM, incluindo a
hiperalgesia, comportamento tipo depressivo e ansiogénico. O efeito do PPX ocorreu, em
parte, pelo restabelecimento dos niveis das monoaminas, particularmente dopamina, na regiao
infraespinhal.

Palavras chaves: dor; reserpina; pramipexol; dopamina.



ABSTRACT

Introduction: Fibromyalgia (FM) is a complex musculoskeletal disorder characterized by
widespread chronic pain accompanied by somatic and emotional symptoms, including sleep
disorders, fatigue, anxiety and depression. Although the etiology of FM is still unknown,
significant decrease in biogenic amines, i.e., dopamine, norepinephrine, and serotonin are
common characteristics in its pathogenesis. Previous evidence suggests that dopamine is
deeply involved in pain control. Moreover, current pharmacological therapies have a limited
role and proper clinical benefits are far from satisfactory, thus modulation of descending
inhibitory system may produce analgesic effect during FM progression. Aim: The present
study investigated the antinociceptive effect of pramipexole (PPX) — dopaminergic D3/D2
receptor agonist — in the reserpine-induced experimental FM model in mice. Methods: FM
model was induced with a subcutaneous (s.c.) injection of reserpine (0.25 mg/kg) once daily
for 3 consecutive days in female Swiss mice. Animals were treated with PPX (0.1, 1 and 5
mg/kg, 1.p.), once a day, from day 4 to day 14 (therapeutic treatment) or with 1 mg/kg from
day 0 to day 4 (predictive treatment). Subsequently, the animals were euthanized, and brain
tissues (prefrontal cortex and spinal cord) were collected for biochemical and molecular
analyzes. Results: Therapeutic treatment with PPX inhibited reserpine-induced mechanical
allodynia and thermal sensitivity. Relevantly, PPX treatment decreased immobility time and
increased number of grooming (self-cleaning behavior) in the forced swimming test and
splash test, respectively. In the elevated plus-maze test, animals that received PPX 1 mg/kg
remained longer in the open arms, as compared to the reserpine group. The repeated PPX
administration (1 mg/kg, ip.), given daily, during 4 days, significantly blocked the
mechanical allodynia induced by reserpine, similarly to pregabalin (30 mg/kg, p.o.) used as
positive control, although it failed to significantly affect the reserpine-induced thermal
nociception. Still, it was possible to observe that the treatment with PPX reestablished
dopamine levels in the spinal cord and prefrontal cortex. Conclusion: Altogether, the results
of the present study demonstrated that the preferential agonist of the D3/D2 receptor reduced
the clinical symptoms induced by the experimental model of FM, including hyperalgesia,
depressive and anxiogenic behavior. The effect of PPX occurred, in part, by the increase in
the levels of monoamines, particularly dopamine, in the infraspinatus region.

Keywords: pain; reserpine; pramipexole; dopamine.
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1 INTRODUCAO

1.1  DOR E NOCICEPCAO

A sensacdo da dor tem papel fisiologico importante, pois alerta para potenciais
ameagas a integridade fisica do organismo, em vista disso, a ocorréncia de dor atualmente se
refere a novos habitos de vida, associado a redugao da tolerancia ao sofrimento e ao aumento
da expectativa de vida do homem moderno (LUIZ, 2007; DELLAROZA et al., 2008).

Nesta perspectiva, a definicdo atual de dor, publicada em 2020 pela Associagdo
Internacional para Estudos da Dor (da sigla em inglés International Association for the Study
of Pain, IASP) ¢ “uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel associada a, ou
semelhante aquela associada a, dano real ou potencial ao tecido...”. Considerando este
conceito, fica evidente, portanto, que a dor ndo ¢é excepcionalmente uma percepcao
desagradavel, mas representa importante mecanismo para a percep¢ao € manutencao da
sobrevivéncia humana (YANG et al., 2020).

Por conseguinte, Silva e colaboradores (2013) destacam que a dor pode ser
classificada de acordo com o tipo de lesdo e com os mediadores envolvidos, recebendo as
seguintes denominagdes: neurogénica, quando ocorre lesdo do tecido neuronal; neuropatica,
quando ocorre a disfun¢cdo de um nervo; psicogénica, que ocorre por fatores psicologicos; e
nociceptiva, quando ocorre por estimulacdo excessiva dos nociceptores. Os mesmos autores
complementam que a dor pode ser de cardter agudo ou cronico, na qual a dor aguda
corresponde a ativacao local de nociceptores induzida por dano tecidual podendo desaparecer
até mesmo antes do restabelecimento do tecido lesado. Em contrapartida, a dor cronica ¢
provocada por uma lesdo tecidual ou doenga que se caracteriza pela sua longa duracado,
podendo ultrapassar o tempo de recuperagdo do organismo, sendo importante fator de
incapacidade e sofrimento (SILVA et al., 2013).

Em 2016, a IASP aprovou o novo descritor mecanicista da dor, a entdo redefinida
dor “nociplastica” — caracterizada por nocicepgao alterada na auséncia de evidéncias claras de
dano ou lesdo tecidual ou de doenga, a qual afeta o sistema somatossensorial (BRAVO et al.,

2019) — Figura 1.
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Figura 1. Classificacdo da dor de acordo com sua etiologia.

» Neurogénica

» Neuropatica

» Psicogénica

» Nociceptiva

» Nociplastica

Fonte: Adaptagdao de BRAVO et al (2019).

A figura 1 ilustra a classificacdo da dor de acordo com sua duragdo: dor aguda — corresponde a ativagdo local de
nociceptores induzida por dano tecidual; dor cronica — provocada por uma lesdo tecidual ou doenca, geralmente
ultrapassa o tempo de recuperagdo do organismo. Além disso, a figura ilustra ainda, a classificagdo da dor de
acordo com sua etiologia: (i) nociceptiva, causada por lesdo ou potencial dano tecidual que estimula diretamente
as fibras C ¢ Ad (dor somatica e visceral); (ii) inflamatdria causada por processo inflamatdrio (por exemplo,
osteoartrite); (iii) neuropatica causada por uma lesdo ou doenca que afeta o sistema somatossensorial (por
exemplo, neuropatia diabética, lesdo pods-herpética); (iv) nociplastica, que € caracterizada por nocicepgao
alterada na auséncia de evidéncias claras de dano ou lesdo tecidual ou de doenga que afeta o sistema
somatossensorial (por exemplo, a fibromialgia).

Neste sentido, sabe-se que diferentes moléculas e seus receptores estdo envolvidos na
nocicep¢ao e na dor. Assim sendo, ¢ importante ressaltar que a nocicepg¢ao, em contraste com
a dor, ndo ¢ um sentimento subjetivo, mas a codificagdo e processamento fisiologicos dos
estimulos nociceptivos. Tanto a dor quanto a nocicepcdo podem existir sem 0 outro
(LEDOWSKI, 2019). Walters e Williams (2019) afirmam que, enquanto a nocicep¢do ¢
distinta da experiéncia da dor, fica claro que a atividade nas vias nociceptivas geralmente gera
dor, e que a atividade nociceptiva aumentada também aumenta a dor (WALTERS;
WILLIAMS, 2019). A dor ¢ primeiramente reconhecida pelos nociceptores periféricos. Esses
sdo ativados por uma variedade de mediadores algicos e hiperalgésicos, estimulando os

nervos aferentes sensoriais Ad e C. Posteriormente, a informagao sensorial é transmitida da
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periferia para o corno dorsal da medula espinhal, sendo modulada por neurotransmissores
enddgenos (B-endorfina e meta-encefalina), desempenhando importante papel no
comportamento defensivo (BAN et al., 2020). Na percepc¢do da dor, os neurdnios aferentes
primarios podem ser envoltos por fibras intensamente mielinizadas, de maior didmetro (10
um) e que apresentam maior velocidade de conducgdo (30-100 m/s), caracterizadas como
fibras AP. Entretanto, a maioria dos nociceptores estd incluso nas fibras de pequeno (0,4-1,2
um) e médio didmetro (2-6 um), que constituem respectivamente as fibras C, nao
mielinizadas, e as fibras Ad, pouco mielinizadas e associadas a estimulos mecanicos e
térmicos (SILVA et al., 2013).

Considerando o envolvimento de diferentes vias de sinalizagdo no processo da dor,
Julius e Basbaum (2001), descreveram que os nociceptores podem ser ativados por estresse
mecanico resultante de pressao direta, deformacao tecidual ou alteracdes na osmolaridade,
permitindo a deteccdo de toque, pressdo profunda, distensdo de um 6rgdo visceral, destruigcdo
Ossea ou edema. Assim, 0s nociceptores ndao apenas sinalizam dor aguda, mas também
contribuem para condi¢des de dor persistente e patoldgica (alodinia) que ocorrem no cenario
da lesdo, em que a dor ¢ produzida por estimulos indcuos. No mesmo estudo, os autores
afirmam que a ativa¢do do nociceptor ndo apenas transmite estimulos aferentes para o corno
dorsal da medula espinhal (e de la para o cérebro), mas também inicia o processo de
inflamacdo neurogénica (JULIUS; BASBAUM, 2001). Além disso, os neuronios do corno
dorsal, por sua vez, projetam seus axonios e transmitem a informacdo nociceptiva para os
centros encefalicos, incluindo a formagdo reticular, hipotdlamo e tilamo que através de
neurdnios terciarios, enviam o sinal ao cortex somatossensorial, particularmente a area 3b de
Brodmann no lobo parietal (LUIZ, 2007).

Nesse contexto, o manejo inadequado da dor nociceptiva tem importantes
consequéncias fisioldgicas, econdmicas e de qualidade de vida, bem como, a possivel
progressdo para a dor cronica. Estimulos nocivos continuos ndo resolvidos favorecem a
sensibilizacdo periférica e central que iniciam a transformacdo em dor persistente e cronica

(BARAKAT et al., 2018) — Figura 2.
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Figura 2: Mecanismo nociceptivo da dor.
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Fonte: Adaptado de YAO et al (2019).

A figura 2 representa o mecanismo fisiopatologico da dor. Apods a lesdo ou estimulo nocivo, substancias
algogénicas, incluindo peptideos (bradicinina), lipidios (prostaglandinas), neurotransmissores (5-HT), ATP e
neurotrofinas (NGF) sdo liberados. Essas substdncias ativam os nervos periféricos através de fibras Ad e C.
Esses fatores sensibilizam ou excitam terminais do nociceptor, interagindo com os receptores de sinais
nociceptivos (ganglio da raiz dorsal). A ativagdo do nociceptor transmite mensagens aferentes para o corno
dorsal da medula espinhal (e, posteriormente ao tilamo), o que resulta na percep¢do de dor no cortex
somatossensorial.

Kamber (2020) descreve que as terminagdes nervosas livres na pele ou outros tecidos
sao equipadas com diferentes receptores e canais 10nicos para traduzir estimulos nocivos
(como temperatura ou pressdo) em sinais eletroquimicos. O autor destaca ainda que esses
sinais sdo transmitidos para o corno dorsal da medula espinhal, onde o segundo neurdnio ¢é
ativado por meio de aminodcidos excitatorios (como o glutamato) e outras substincias, um
processo que € modulado por interneurdnios inibitorios. Este segundo neurdnio se projeta para
localizagdes cerebrais, principalmente para o tdlamo, mas também para o hipotdlamo e a
amigdala, onde a rea¢do emocional e vegetativa geralmente rapida ¢ gerada. O neurdnio de
terceira ordem termina no cortex somatossensorial e € inserido em uma rede complexa, a
chamada “matriz da dor”. As areas envolvidas sdo, por exemplo, o cortex pré-frontal, onde
ocorre a tomada de decisoes, e as estruturas limbicas, onde ocorrem a memoria da dor e os
processos de aprendizagem. As projecdes descendentes do locus coeruleus, dos nucleos da

rafe e da medula oblonga rostroventral até a medula espinhal podem facilitar ou inibir a
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informacdo nociceptiva (KAMBER, 2020). A lesdo resulta na liberacio de mediadores
inflamatérios (sopa inflamatoria) que potencializam a secre¢do do nociceptor produzida
diretamente pela lesdao. O aumento da atividade nos neurdnios sensoriais resulta em niveis
aumentados de peptideo (peptideo relacionado ao gene da calcitonina, substancia P, BDNF)
no ganglio da raiz dorsal e subsequente liberagdo destes na medula espinhal e no tecido lesado
— Figura 2 (MENDELL, 2011).

De acordo com Nucci (2014) o mecanismo descendente pode modular (aumentando
ou diminuindo) a nocicep¢do por interacdo com diferentes elementos neuronais no corno
posterior, tais como os proprios terminais das fibras aferentes primarias, neurdénios de
projecdo, interneurdnios excitatorios ou inibitdrios e terminais de outras vias descendentes.
Para os autores, o mecanismo descendente inibitorio depende do envolvimento de outros
neurotransmissores, ¢ dentre as principais vias de controle da dor destacam-se as vias
noradrenérgica, serotonérgica, dopaminérgica, opioidérgica, canabinoidérgica e
adenosinérgica, sendo que um mesmo neurotransmissor pode exercer tanto agdes inibitorias
quanto estimulatorias, dependendo do local de liberagdo e do tipo de interagdo com os
receptores correspondentes (NUCCI, 2014). Diferentes receptores presentes na medula
espinhal parecem exercer diferentes fungdes no controle da nocicepgdo. Neste sentido, grande
parte da ativacdo das fibras nociceptivas se da por receptores especificos acoplados a cascata
de segundos mensageiros intracelulares e canais 16nicos, os quais se pode destacar o receptor
vaniloide, tal como o receptor de potencial transitorio vanildide do tipo 1 (TRPV1), expresso
por um subgrupo de neurdnios periféricos, tornando-os sensiveis a diferentes estimulos

dolorosos (LUIZ, 2007).

1.2 FIBROMIALGIA

A fibromialgia (FM) é uma sindrome musculoesquelética caracterizada por dor
cronica generalizada e, frequentemente, associada a disturbios do sono, fadiga, ansiedade e/ou
depressdo, sensibilidade a palpacdo, rigidez articular, distirbios cognitivos, parestesias e
sindrome do intestino e bexiga irritavel (KAUR et al., 2019).

Rodriguez e Mendoza (2020) afirmam que a doenga foi originalmente descrita por
William Balfour como fibrosite em 1815. No ano de 1950, Graham apresentou o conceito de
sindrome dolorosa, uma vez que esta patologia ndo apresentava uma doenga organica de base

para gerar o quadro algico. O termo “fibromialgia” foi usado pela primeira vez por Hench em
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1976, porque nao havia evidéncia de inflamacao, e o termo ¢ derivado do latim fibro (tecido
fibroso, presente em ligamentos, tenddoes e fascias), e das palavras gregas mio (tecido
muscular), algos (dor) e ia (condi¢do). Além disso, na mesma década, pesquisadores
identificaram os tender points (pontos gatilhos) caracteristicos da doenga. Os critérios de
classificagdo do ACR (do inglés, American College of Rheumatology) foram desenvolvidos
em 1990, revisados em 2010 e atualizados em 2011 e 2016. Seu cédigo de acordo com a
Classificacdo Internacional de Doengas ¢ Problemas Relacionados com a Satude (CID 10) ¢ o
M79,7 (INANICI; YUNUS, 2004; BELLATO et al., 2012; CLAUW et al., 2017; BEPPLER,
2018; RODRIGUEZ; MENDOZA, 2020). O desenvolvimento cronolégico, com os principais

acontecimentos ¢ achados relacionados a FM encontram-se ilustrados na Figura 3.

Figura 3: Desenvolvimento cronoldgico da FM.

Primeira demonstragio

Primeiros relatos - reumatismo Primeiro uso do de sensibilizagdo central
muscular (Guillaume de termo fibromialgia na SFM (Granges;
Baillou). (Hench). Arroyo).

(1304

Primeiro uso do termo Desenvolvimento dos Revisdo e atualizacao dos critérios
fibrosite (William critérios do American  de classificagdo desenvolvidos
Gowers). College of Rheumatology pela ACR.
(ACR) para classifica¢ao da
SFM (Wolfe).

Fonte: Adaptado de CLAUW et al (2017) e WOLFE et al (2016).

A figura 3 destaca de forma cronologica os principais acontecimentos referentes a FM, desde sua primeira
descrigdo até a ultima atualizagdo realizada pela ACR.

1.3 EPIDEMIOLOGIA

Estudos recentes indicam que a FM acomete 2 a 22% da populagdo em geral,
predominantemente mulheres (KAUR et al., 2019). Ainda, Andrade (2009) destacam que no
Brasil, a prevaléncia da doencga varia entre 2,5 a 4,4% da populagdo, sendo a segunda maior
causa de doenca reumatoldgica depois da osteoartrose (ANDRADE, 2009). A FM afeta cerca

de 5 milhdes de adultos nos Estados Unidos, tendo como caracteristica, a presenga de dor
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generalizada no corpo em pelo menos 11 dos 18 possiveis pontos dolorosos a palpagio digital
(tender points) (BELLATO et al., 2012). No Brasil, esses critérios foram validados em 1998,
apos estudo realizado pela Universidade Federal de Sao Paulo, o qual demonstrou semelhanca
com os resultados obtidos pela ACR, validando a utilizagao desses em pacientes da populagao

brasileira (ANDRADE, 2009).
1.4 DIAGNOSTICO

Kia e Choy enfatizam que, apesar das descobertas recentes, ainda ndo ha testes
bioquimicos de diagnosticos objetivos especificos para a FM. O diagnoéstico geralmente ¢
conduzido pela exclusdo de outras condigdes, como sindromes neuroldgicas e depressao.
Outros critérios clinicos sdo estabelecidos pela ACR, como a dor corporal generalizada, por
exemplo, definida como a dor que afeta os dois lados do corpo acima e abaixo da cintura por
pelo menos trés meses, além de sensibilidade em pelo menos 11 dos 18 pontos sensiveis
(Figura 4) (KIA; CHOY, 2017). Ainda nesse contexto, para o diagnostico sdo observados os
seguintes pontos dolorosos: mandibula direita e esquerda, pescoco, ombro direito e esquerdo,
braco direito e esquerdo, braco inferior direito e esquerdo, regido mamilar direita e esquerda,
abdomen, quadril ou nadegas direita e esquerda, parte superior das costas, pernas — regiao
superior e inferior direita e esquerda, e pernas inferior direita e esquerda (SILVERMAN et al.,
2010).

Figura 4: Pontos anatdmicos sensiveis a digito-pressao.
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Fonte: Adaptado de HAUSER et al (2015) e DUQUE; FRICCHIONE (2019).
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A figura 4 ilustra a localizacdo dos 18 possiveis pontos sensiveis a dor utilizado na FM. Durante a avaliagdo ¢
necessario que o paciente apresente pelo menos 11 dos 18 pontos propostos. D: direito; E: esquerdo.

Curiosamente, duas décadas apds a criagdo dessa ferramenta diagndstica
desenvolvida pela ACR (tender points), os critérios foram reavaliados e atualizados em 2010,
2011 e 2016 (RODRIGUEZ; MENDOZA, 2020). Essa revisdo introduziu “critérios de dor
generalizada”, definidos como presenca de dor em 4 das 5 possiveis regides corporais
dolorosas, o que permitiu a exclusdo das sindromes regionais de dor do diagnostico de FM
sem perder a precisao diagnostica dos critérios estabelecidos (ATZENI et al., 2019). Portanto,
a escala incluindo a gravidade dos sintomas foi desenvolvida. Esses sintomas afetam a
qualidade de vida do paciente e, em ultima analise, limitam sua vida diaria. Entretanto, para se
enquadrarem nos critérios de diagnostico de FM, as trés condi¢des a seguir deverdo ser
reconhecidas e detectadas (WOLFE et al., 2016).

1. Indice de dor generalizada (WPI) > 7 e escore de gravidade dos sintomas (SS) > 5 ou
WPI de 4-6 e escore SS > 9.

2. A dor generalizada, definida como dor em pelo menos 4 das 5 regides, deve estar
presente. A dor na mandibula, térax e dor abdominal ndo estao incluidas na defini¢ao
de dor generalizada.

3. Os sintomas geralmente estdo presentes hd pelo menos trés meses.

Quadro 1. Critérios diagndstico da FM.
Indice de dor generalizada (WPI)

Numero de areas nas quais o paciente apresentou dor na ultima semana. Em quantas areas o
paciente apresentou dor? (Faixa de pontuacao de 0 a 19)
Regido 1 (regido superior esquerda) - mandibula esquerda, regido escapular esquerda,
braco superior esquerdo, brago inferior esquerdo.
Regiio 2 (regiio superior direita) - mandibula direita, regido escapular direita, braco
superior direito, braco inferior direito.
Regido 3 (regido inferior esquerda) - quadril esquerdo (nddega, trocanter), perna esquerda
superior, perna esquerda inferior.
Regiio 4 (regido inferior direita) - quadril direito (nddega, trocanter), perna superior
direita, perna inferior direita.

Regido S (regiao axial) - pescoco, parte superior das costas, parte inferior das costas, torax,
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abdomen.
Escala de gravidade dos sintomas (SS)
Fadiga
Sintomas cognitivos
Sono nao reparador (levantar-se cansado, nlo satisfeito)
Para cada um dos trés sintomas acima, atribuir o nivel:
0) Ausente (ndo apresentou problemas).
1) Leve (geralmente leves ou intermitentes).
2) Moderados e consideraveis (frequentemente presentes).
3) Grave (problemas generalizados, continuos e perturbadores da vida).
A pontuagdo da SS ¢é a soma das pontuagdes de gravidade dos trés sintomas (fadiga, sintomas
cognitivos ¢ sono nao reparador) (0—9) mais a soma (0—3) do nimero dos sintomas a seguir.
O paciente refere dor durante os seis meses anteriores:
1) Dores de cabeca (0-1)
2) Dor abdominal inferior ou caibras (0-1)
3) Depressao (0-1)
O escore final de gravidade dos sintomas esta entre 0 e 12.

Fonte: Adaptado de WOLFE et al (2016) e DUQUE; FRICCHIONE (2019).

Os critérios para diagnostico da FM podem ser comparados aos sintomas somaticos e
psicologicos (cognitivos) em pacientes com dor lombar, artrite reumatoide, enxaqueca e

outras sindromes dolorosas (HAUSER et al., 2015).

1.5 TRATAMENTO

A abordagem terapé€utica geral para a FM deve se concentrar no controle dos
sintomas associados a doenga, bem como melhorar a qualidade de vida dos pacientes.
Conforme cita Turner e colaboradores, a FM possui sintomas difusos e os principais
medicamentos disponiveis no mercado para o tratamento dessa patologia incluem
antidepressivos, opioides, sedativos e anticonvulsivantes, os quais apresentam eficacia clinica

discreta. Os autores afirmam ainda que, apesar dos sintomas da FM serem efetivamente
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minimizados usando diferentes terapias, esses tratamentos nao sdo especificos para a doenga e

sdo projetados para o controle sintomatico (TURNER et al., 2017).

Quadro 2. Tratamentos farmacoldgicos e ndao farmacologicos dos sintomas da FM.

MEDICAMENTOS MECANISMO DE ACAO
Duloxetina Bloqueador da recaptagdo de 5-HT ¢ NA no SNC.
Pregabalina Intera¢do com a subunidade a-2-8 dos canais de calcio dependentes de tipo 1.
Milnaciprano Bloqueador da recaptagdo de 5-HT e NA no SNC.
Redugdo na liberagdo de glutamato; aumento da concentragdo de acido gama-
. aminobutirico (GABA); ao ligar-se na subunidade a-2-8 dos canais de calcio
Gabapentina . . 2. ~ . PR
sensiveis a voltagem do tipo 1, inibe a formacdo de sinapse excitatoria independente
da atividade do canal de calcio.
Tramadol Agonista seletivo dos receptores p e inibidor, preferencialmente, da recaptagdo da
NA.
Amitriptilina Inibidor do transportador responsavel pelos neurotransmissores (5-HT e NA),
aumentando assim suas concentra¢des na fenda sinaptica.
Ciclobenzaprina Inibidor seletivo da recaptagdo da 5-HT e da NA.
Tratamentos Nao Farmacoldgicos Eficazes
Hidroterapia Yoga
Exercicio aerdbico Ciclismo

Treinamento de forca

Apoio psicologico

Acupuntura ou eletroacupuntura

Terapia cognitiva comportamental

Terapia de ins6nia comportamental

Oxigenoterapia hiperbarica

Quiropraxia

Reabilitagao e fisioterapia

Fonte: Adaptado de BAIR; KREBS (2020).

Conforme cita Bair e Krebs (2020), a FM pode ser efetivamente tratada com terapias

medicamentosas ¢ nao medicamentosas (Quadro 2). De acordo com as diretrizes mais
recentes da FEuropean League Against Rheumatism (EULAR, da sigla em inglé€s), uma vez
realizado o diagnostico de FM, deve ser dado prioridade ao tratamento ndao farmacologico. O
motivo esta na relacdo custo-beneficio, preferéncia, seguranca e disponibilidade do paciente.
Porém, como terapia medicamentosa, a EULAR e a Food and Drug Administration (FDA, da
sigla em inglés) reconhece a amitriptilina, pregabalina e duloxetina, como os medicamentos
que apresentam melhores resultados para o tratamento dos sintomas associado a FM

(ATZENI et al., 2019).

1.6  HIPOTESES FISIOPATOLOGICAS
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A etiopatogenia da FM ¢ complexa e ndo estd claramente definida. Os fatores de
risco incluem predisposi¢do familiar, suscetibilidade genética, estimulos nocivos e nao
nocivos, traumas fisicos, idade, especificidade de género e dano psicologico. Os estudos
bioquimicos afirmam disparidade neuroquimica no cérebro e tecido periférico, juntamente
com algumas desregula¢des autondmicas, neuroendocrinas e imunoldgicas nos pacientes com
FM (SINGH et al., 2019).

Embora a etiopatogenia da FM ndo esteja totalmente clara, Rus e colaboradores
(2018) relatam uma série de fatores que podem contribuir para o seu desenvolvimento. Esses
fatores incluem alteracdo na regulagdo do SNC acerca da modulagdo da dor e niveis alterados
de neurotransmissores, disturbios neuroendocrinos, estresse oxidativo e inflamagdo. Na
concepgdo dos autores, desequilibrios neuroquimicos devido a niveis alterados de
neurotransmissores em pacientes com FM tém sido associados a desregulagdo da percepcao
da dor caracterizada por alodinia (sensacdo dolorosa gerada por estimulo indcuo) e
hiperalgesia (aumento da resposta dolorosa frente a estimulo algico). Dentre os
neurotransmissores que merecem destaque estdo as monoaminas, as quais derivam de
aminoacidos aromaticos e incluem as catecolaminas (RUS et al., 2018). As catecolaminas sdo
derivadas da fenilalanina, e incluem a dopamina (DA), a noradrenalina (NA) e a adrenalina,

também chamada de epinefrina.

1.7 SENSIBILIZACAO CENTRAL

No processamento fisiologico da dor, existem duas vias neuronais principais que
envolvem a percepcao da dor (Figura 5): vias ascendente e descendente. Os nervos periféricos
transmitem sinais sensoriais, incluindo sinais nociceptivos (indutores de dor) para a medula
espinhal, para serem transmitidos ao cérebro por meio de vias nociceptivas ascendentes para
processamento da dor. Sinais nociceptivos sao emitidos quando receptores especializados nos
nervos periféricos chamados nociceptores sao ativados por estimulos térmicos ou mecanicos.
Nos pacientes com FM, as duas principais vias de dor operam de maneira andmala, resultando
na amplificacdo central dos sinais de dor. Esse conceito também ¢ referido na literatura como
sensibilizacdo central (CLAW et al, 2011). Fisiologicamente, a sensibilizacdo central
promove comportamentos que protegem e imobilizam os tecidos lesionados para maximizar a
cicatrizagdo. No entanto, a sensibilizacdo central atipica pode causar dor cronica ndo

adaptativa, pela qual a gravidade da dor ¢ desproporcional ao dano real do tecido, e a dor pode



26

persistir apos a cicatrizagdo dos tecidos, fazendo com que a prépria dor se torne uma doenga
(CHOY, 2015).

Estudos de neuroimagem usando ressonancia magnética funcional (RMF) e outras
pesquisas demonstraram diferentes alteragdes no processamento e regulagdo da dor que
amplificam ou diminuem a inibicdo da dor em pacientes com FM. Algumas dessas alteragdes
incluem maior atividade neuronal nas regides do cérebro que processam a dor, respostas
exageradas da dor a estimulos experimentais (sensibiliza¢do), alteracdes na morfologia
cerebral, regulagdo dos receptores periféricos ou cerebrais e niveis alterados de
neuropeptidios e neurotransmissores relacionados a dor (por exemplo, substancia P, fator
neurotrofico derivado do cérebro, glutamina e DA). Essas alteragdes podem se estender ao
processamento de outras informagdes sensoriais, potencialmente explicando outros sintomas,
tais como fadiga, interrup¢ao do sono, déficits cognitivos e depressdo (BAIR; KREBS, 2020).

A partir dos dados apresentados, evidencia-se, portanto, que o0 mecanismo
fisiopatologico da FM envolve a deplecdo dos niveis cerebrais de aminas biogénicas,
responsaveis pelos principais sintomas clinicamente observados nos pacientes fibromidlgicos.
Corroborando com essa hipotese, Singh e colaboradores (2019) demonstraram nivel reduzido
de diferentes neurotransmissores monoaminérgicos, particularmente 5-HT, DA e NA, no
liquido cefalorraquidiano (LCR) de pacientes com FM. Todos esses neurotransmissores
desempenham papel vital na manuten¢cdo da atividade neuronal no cérebro e nos tecidos
periféricos. Sabe-se ainda que a NA e 5-HT sdo os principais transmissores do sistema
descendente inibitdrio da dor, e sua interrupgdo resulta no aumento da resposta a estimulagao
nociva em neurdnios nociceptivos espinhais (SHIBRYA et al., 2017). A partir dessa
observagao, acredita-se que a deple¢ao de 5-HT nas vias descendentes da dor no corno dorsal

¢ essencialmente responsavel pela percep¢ao da dor na FM (SINGH et al., 2019).
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Figura 5: Vias nociceptivas e alteragdes dos neurotransmissores na FM.

Inibiciao do processamento Facilitacao
sensorial/processo sensorial/processo
nociceptivo nociceptivo

Dopamina l .
P Substancia P
Serotonina (5-HT) l - I Glutamato
Via descendente 1a
inibitoria SRECHIGIE ,
Noradrenalina l nociceptiva ‘l’ Fator de crescimento
nervoso

Fonte: Adaptado de BECKER; SCHWEINHARDT (2012) e YAM et al (2018).

A figura 5 representa de forma esquematica, as alteragdes neuroquimicas nas vias: i) inibitoria descendente
(linha rosa) e ii) nociceptiva ascendente (linha azul) no decurso da FM. Conforme a imagem pode-se observar
que ocorre importante reducdo nos niveis de DA, 5-HT e NE na via inibitoria descendente. Além disso, observa-
se ainda aumento da substincia P, do glutamato e dos fatores de crescimento na via nociceptiva ascendente.

Choy refere que os neurdnios ascendentes da medula espinhal conduzem impulsos
nociceptivos ao tdlamo e depois ao cortex somatossensorial, ocorrendo assim a percepcdo da
dor. Além disso, os neurdnios eferentes também se projetam na amigdala e no hipotalamo,
responsaveis pelas respostas emotivas e de estresse a dor, respectivamente. Anormalidades
nessas regides superiores do cérebro, incluindo diminuicdo da densidade de substincia
cinzenta cortical, foram detectadas nos pacientes com FM (CHOY, 2015).

Diferentes achados descrevem a sensibilizagdo central na FM, particularmente nas
seguintes areas: cortex cingulado anterior (CCA); hipotalamo; substincia cinzenta
periaquedutal (SCP); medula ventromedial rostral, amigdala e tdlamo (CHOY, 2015).
Conforme cita Serafini e colaboradores, 0 CCA e a SCP formam importante rede central
envolvida com a dor espontanea e que a conectividade entre essas regides esta aumentada nos
pacientes com dor cronica. De fato, estudos demonstram que, inibidores da recaptacdo de 5-
HT e NA, sao eficazes no tratamento dos sintomas associados a FM, provavelmente devido a

sua capacidade de diminuir a conectividade funcional na SCP e no CCA. Ainda, atividades
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neuronais relacionadas a essas areas tém sido associadas tanto a dor cronica, bem como a
depressdo. Os nucleos da amigdala, portanto, ajudam a regular o estresse emocional ¢ a
percep¢ao da dor. A atividade basal elevada na amigdala esta associada a dor e a depressao
induzidas pela sindrome do intestino irritavel causada pela FM (SERAFINI et al., 2020).
Além dessas areas, Flodin e colaboradores referem que existem evidéncias moderadas de
resposta em regides relacionadas a dor (incluindo cértex somatossensorial primario (S1) e
secundario (S2), cerebelo, insula, ¢ CCP em pacientes diagnosticados com FM, quando
comparado aos individuos saudaveis (FLODIN et al., 2014).

Dentro deste contexto, Rus e colaboradores (2018) relataram que pacientes com FM
apresentaram niveis plasmaticos significativamente mais elevados de NA e niveis plasmaticos
mais baixos de DA quando comparado aos individuos saudaveis. Os autores descreveram que
h4 alteracdo na via catecolaminérgica em pacientes com FM, o que poderia estar relacionado a
desregulacdo do sistema nervoso simpatico. Além da alteracdo de neurotransmissores,
Shibrya e colaboradores relataram alteragcdes antioxidantes nos pacientes com FM. Nesse
sentido, os autores concluem que os niveis mais altos de producao de espécies reativas de
oxigénio (EROs) em células mononucleares de pacientes com FM sugerem aumento do
estresse oxidativo (SHIBRYA et al., 2017).

Atualmente, diferentes estudos e grupos de pesquisa investigam a dor cronica.
Pesquisas clinicas e ndo clinicas tém demostrado grandes avangos acerca de diferentes
patologias do SNC e SNP. Uma das opgdes que tem se mostrado eficaz ao longo do tempo ¢ a
utilizagdo de modelos animais. Diferentes modelos animais que mimetizam a FM tém sido
utilizados com o objetivo de desenvolver novas abordagens terapé€uticas para a doenca,
incluindo estresse intermitente pelo frio (NEYAMA; DOZONO; UEDA, 2020), solugdo
salina 4cida (UEDA et al., 2020), entre outros. Com base nesta informacdo, ¢ importante
destacar que estudos feitos em roedores demonstraram disfuncdo mitocondrial e estresse
oxidativo nos modelos animais de FM supramencionados, mas esses modelos ndo levaram em
consideracdo o amplo espectro dos sintomas encontrados na FM, principalmente na
abordagem de alteragdes em vias dopaminérgicas (BRUM et al., 2020). A reserpina, alcaloide
proveniente das raizes de Rauwolfia serpentina, tem sido amplamente utilizado como agente
anti-hipertensivo, mas sua administracdo crOnica estd associada a depressdo maior e dor
musculoesquelética. Assim, a FM induzida por reserpina € o modelo animal bem estabelecido
e amplamente utilizado, o qual mimetiza as caracteristicas etioldgicas e clinicas da FM,

incluindo deple¢do de aminas biogénicas, comportamento tipo-depressivo e inducdo de dor
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musculoesquelética, confirmada pelo aumento do limiar de retirada da pata ou cauda (YAO et
al., 2019). Devido mimetizar, sobretudo, a hipotese monoaminérgica (deple¢do das aminas
biogénicas) da FM justifica-se, portanto, a utilizacao deste modelo neste estudo.

Em concordancia, Brum e colaboradores (2020), descreve que os moduladores
mitocondriais baseados em insulto e protecdo apresentam impactos substanciais nos
comportamentos nociceptivos, fadiga e depressivos induzidos pela reserpina. Os autores
justificam ainda que a disfungdo mitocondrial induzida pela reserpina medeia o estresse
oxidativo e os sintomas relacionados a FM neste modelo. Portanto, o modelo animal com
reserpina contribui para a deplecdo de aminas biogénicas em diversos tecidos, dor
generalizada e sintomas associados, aumento do estresse oxidativo e disfun¢ao mitocondrial,
que ocorre em pacientes com FM. Além disso, o modelo experimental de FM induzido por
reserpina € responsivo a suplementacdo de CoQ10 (benzoquinona presente em praticamente
todas as células do organismo que participa dos processos de produgdo de ATP), com perfil
farmacoldgico semelhante ao dos pacientes com FM, o que contribui para a validade preditiva
desse modelo (BRUM et al., 2020).

Complementando, Nagakura e colaboradores (2018) relataram que animais induzidos
ao modelo experimental de FM utilizando reserpina (0,25 mg/kg, s.c) apresentaram altera¢des
dos neurotransmissores no cortex pré-frontal, tdlamo e medula espinhal (NAGAKURA et al.,
2018). O comportamento semelhante a FM desencadeado pela reserpina foi acompanhado
pela reducdo significativa dos niveis de DA e 5-HT em todas as estruturas avaliadas,
incluindo cérebro total, medula espinhal, coértex e tdlamo. Esta observacdo dos autores
complementa a validade do uso de reserpina como modelo de FM em trés diferentes aspectos,
ou seja, validade de face (manifestacdo de dor cronica e sintomas relacionados), validade de
construto (disfun¢do do controle da dor no SNC mediado por aminas biogénicas) e validade
preditiva (respostas semelhantes aos tratamentos usados em pacientes com FM)
(NAGAKURA et al., 2009).

Neste sentido, a reserpina atua como depletor de monoamina através do bloqueio do
transportador de monoamina vesicular para transmissdo siniptica e/ou armazenamento
neuronal, promovendo assim a auto-oxidac¢do da DA e o catabolismo oxidativo mediado pela
monoamina oxidase (MAO). A oxidag¢do de DA e NA no citosol induz dano celular (YAO et
al., 2019). Esse mecanismo acelerado favorece a formagao de dopamina-quinonas e peroxido
de hidrogénio, causando assim alternancia distinta no estado redox dos terminais nervosos

dopaminérgicos, através das concentragdes de glutationa redutase (GSH) e oxidada (GSSG,
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forma dimerizada da GSH). Além disso, foram demonstrados niveis séricos elevados de
malondialdeido (MDA) (espécie reativa de oxigénio) em pacientes com dor cronica quando
comparado aos controles saudaveis (SHIBRYA et al., 2017). Desse modo, evidéncias
crescentes tém demonstrado que compostos antioxidantes possuem efeitos antinociceptivos
em diferentes ensaios clinicos e ndo clinicos de dor neuropatica e inflamatéria. Além de seus
efeitos antinociceptivos, os compostos antioxidantes também apresentam efeito antifadiga e
ansiolitica, presentes em pacientes fibromialgicos, conforme o estudo conduzido por Klein e
colaboradores (KLEIN et al., 2016). Assim, em conjunto, torna-se evidente que o modelo
experimental da reserpina mimetiza ndo somente os sinais comportamentais, mas também os
fisiopatologicos relacionados a FM.

Tendo em vista as limitagdes acerca da causa e tratamento da FM, ¢ de grande
importancia que grupos de estudos continuem pesquisando mecanismos e potencial
terapéutico de substincias para o tratamento dessa condicdo. Intimamente relacionado,
modelos experimentais que mimetizem a doenga sdo igualmente importantes para desvendar
os mecanismos fisiopatoldgicos, bem como investigar a eficacia de diferentes tratamentos
(KLEIN, 2014). Referindo-se ao marco conceitual apresentado em outro estudo, os autores
descrevem que individuos fibromialgicos apresentam diminuicdo da massa corporal,
presumivelmente por um efeito direto nos receptores dopaminérgico D3 expressos no sistema
limbico (HOLMAN; MYERS, 2005). Além disso, foi demonstrado que o modelo
experimental de reserpina pode causar até 20% de perda de massa corporal, apds uma semana
de indug¢do (WELLS et al., 2017). Portanto, tornam-se essenciais novos avangos no
conhecimento em relacdo a génese da FM, a fim de desenvolver estratégias terapéuticas mais

especificas e eficazes.

1.8 SISTEMA DOPAMINERGICO

De acordo com Serafini e colaboradores (2020), o sistema mesolimbico € importante
circuito do SNC no qual as entradas dopaminérgicas da 4rea tegmental ventral (ATV) inervam
regides do cérebro envolvidas em funcdes executivas, afetivas e motivacionais, incluindo o
cortex pré-frontal, amigdala e nucleo accumbens (NAc). O NAc também controla o
desenvolvimento de hiperalgesia, uma das caracteristicas mais proeminentes das condigdes de
dor cronica. Evidéncias emergentes apontam para o papel critico do sistema mesolimbico na

percepc¢ao e modulagdo da dor cronica, destacando a importancia dessa via na terapéutica da
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dor. Os autores complementam destacando que estudos de imagem por tomografia
computadorizada em pacientes com FM demonstram atividade reduzida da ATV durante a
antecipacao da dor bem como, reducdo na ligacdo do receptor D3/D2 dopaminérgico
(SERAFINI et al., 2020; MITSI et al., 2016). A partir disso, ¢ importante observar que os
niveis de DA extracelular sdo modulados por dois mecanismos principais: transmissao fasica
e tonica. A liberacdo de DA féasica é diretamente impulsionada pelo potencial de a¢do nas
células que contém DA, isso faz com que a concentragdo desse neurotransmissor proximo ao
terminal pré-sindptico aumente rapidamente. Por outro lado, a transmissao tonica ocorre
quando a DA ¢ liberada, independentemente de potenciais de agdo pré-sinaptico, e ¢ regulada
pela atividade de outros neurdnios e pela recaptacdo de neurotransmissores (KLEIN et al.,
2018).

Estima-se que existam oito vias dopaminérgicas presentes no SNC humano, as quais
medeiam diferentes processos relacionados a cognicdo, atividade motora ¢ modulagdo de
estimulos nociceptivos (ASHBY; VALENTIN; VON MEER, 2015). Como exemplo de vias
dopaminérgicas descendentes pode-se citar o grupo celular All localizado na porcao
posterior do hipotdlamo com projecdes para o tronco cerebral e medula espinhal. Esse grupo
celular em especifico ¢ um importante mecanismo modulatorio descendente da dor (KIM et
al., 2015; LI et al., 2019; LIU et al., 2019).

Dessa forma, no que cerne ao papel fisioldogico, a DA nao pode ser simplesmente
classificada como neurotransmissor excitatorio ou inibitorio, pois pode se ligar a cinco
receptores acoplados a proteina G intimamente relacionados, mas funcionalmente distintos
denominados receptores dopaminérgicos (DR) (Figura 6). Esses sdao divididos em dois grupos
principais: 1) a familia D1, que inclui D1R e D5R, ¢ acoplada a proteinas G estimulatoria (Gs)
que ativa a enzima adenilato ciclase, enquanto que, i1) a segunda é composta pelos receptores
D2R, D3R e D4R, os quais estdo associados a proteina Gai/o, sendo esses denominados
receptores do tipo-D2 (LI et al., 2019). A familia de receptores D2 também atua por uma via
independente envolvendo [-arrestina-2 (B-arr2) e Akt, proteina quinase, antigamente
conhecida como proteina quinase B. Assim, o BDNF interage com o receptor de tirosina
quinase B (Trk-B) na superficie neuronal, o qual fosforila o residuo de Trk-B na superficie do
receptor. Eventualmente, a familia de receptores D1 € expressa no estriado, representando os
principais receptores dopaminérgicos no cortex cerebral e no hipocampo, enquanto a familia
de receptores D2 ¢ expressa em maior densidade no estriado, cortex cerebral, amigdala e

hipocampo (KLEIN et al., 2018; YANG et al., 2020). Ainda, Martikainen e colaboradores
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descrevem que apesar de existir pouca evidéncia para o papel da classe D1 de receptores de
DA no controle da dor, ha estudos experimentais em animais ¢ humanos de que os receptores
D2 estriatal e os receptores D3 (ventro-estriatal) apresentam papéis essenciais na mediagao
dopaminérgica no controle da dor no cérebro (MARTIKAINEN et al., 2018). Ji-Young Kim e
colaboradores demonstraram que a ativacdo dos receptores do tipo-D1 (D1 e DS5) de
neurdnios pertencentes a All foi responsavel pela manutencdo e cronificagdo da dor,
enquanto que, os receptores do tipo-D2 (D2, D3 e D4) quando ativados, foram capazes de

promover analgesia (LIU et al., 2019).

Figura 6: Receptores dopaminérgicos acoplados a proteina G.
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Fonte: (POPOVA et al., 2015).

Os receptores da familia D 1 (incluindo os subtipos D 1 ¢ D 5), que geralmente sdo acoplados a Gas/olf e
estimulam a produg¢do de monofosfato de adenosina ciclico (cAMP) e a atividade da proteina Quinase A
(PKA). Os receptores da familia D2 (incluindo os subtipos D2, D3 e D4), que sdo acoplados a Gai/o e regulam
negativamente a producao de cAMP, resultando em uma diminui¢ao na atividade de PKA.

Puopolo sugeriu que os receptores de DA podem ser expressos na medula espinhal e
no nucleo mesencefalico do nervo trigeminal. Além disso, o autor destacou ainda que os
receptores de DA também podem ser expressos em neuronios do ganglio da raiz dorsal e nos
neurdénios do ganglio trigeminal, sugerindo a possibilidade de que eles também sejam

expressos em fibras aferentes primarias fazendo contatos sindpticos no corno dorsal da
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medula espinhal. E interessante citar que a DA pode desempenhar efeitos antinociceptivos e
proé-nociceptivos, entre os quais a ativacao dos receptores D2 medeia o efeito antinociceptivo,
e a ativacdo dos receptores D1 medeia o efeito pré-nociceptivo (PUOPOLO, 2019). Vale
ressaltar que a modulacdo descendente da dor ¢ mediada principalmente por vias
monoaminérgicas, incluindo projecdes descendentes mediadas por DA, NA e 5-HT. Ao ativar
diferentes tipos de receptores, as vias dopaminérgicas descendentes podem exercer efeitos de
modulagdo da dor facilitatoria ou inibitoria. O equilibrio geral entre a facilitacdo da dor e a
inibicdo mediada por essas vias dopaminérgicas contribui para a modulagdo direta da dor
(LI et al., 2019). De acordo com os autores, o exemplo ¢ a atuacdo divergente entre os
receptores do tipo D1 e D2, visto que os receptores do tipo D1 favorecem o desenvolvimento
de quadros hiperalgicos, enquanto os do tipo D2 mostram-se contrarios, ou seja, quando
ativados reduzem as sinalizagdes nociceptivas (LI et al., 2019).

De acordo com Mitsi e colaboradores o centro de recompensa cerebral desempenha
papel fundamental na modulagdo da nocicepgao e adaptagdo no circuito dopaminérgico, uma
vez que afeta diferentes componentes sensoriais e afetivos nas sindromes de dor
cronica. Essas adaptagdes incluem alteragdes nos niveis de DA liberada, ¢ mudangas pos-
sinapticas nos niveis de receptores e moléculas de transducdo de sinal. Curiosamente, embora
os estados de dor cronica promovam mudangas adaptativas na via de recompensa, multiplas
moléculas reguladas por estados de dor cronica no NAc também sdo conhecidas por
desempenhar papéis na transmissao nociceptiva na medula espinhal e nos ganglios da raiz
dorsal, e em outras estruturas da matriz de dor (MITSI et al., 2016).

Por outro lado, os agentes dopaminérgicos melhoram a sintomatologia da dor e
produzem analgesia. Em contraste, a inativacdo das regides dopaminérgicas mesolimbicas
(particularmente, estriado, substancia negra e ATV), por exemplo, como na doenga de
Parkinson resulta em dor excessiva. Embora a doenca de Parkinson seja tradicionalmente
considerada um distarbio do movimento, ela ¢ acompanhada por diferentes sintomas
cognitivos, emocionais € sensoriais. Entre os sintomas sensoriais que ocorrem com frequéncia
na doenga de Parkinson esté a dor, a qual pode ser caracterizada como dor neuropdtica central
ou nociceptiva. Além disso, ¢ sabido que as vias dopaminérgicas mesolimbicas estdo
envolvidas a significancia da causa e a expectativa de alivio da dor, ou seja, analgesia placebo
(ELMAN et al., 2016; MARTIKAINEN et al., 2018). Como argumentacao, Martikanen e
colaboradores (2018) destacam que os sintomas de dor na doenca de Parkinson podem ser

inibidos por drogas dopaminérgicas, como a levodopa, com isso, sugere-se que um déficit no
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sistema dopaminérgico estaria entre os mecanismos que contribuem para a dor central na
doenca de Parkinson. Uma extensdo dessa hipotese refere-se ao envolvimento dopaminérgico
na dor neuropatica e dor inflamatéria. Do ponto de vista etioldgico, a dor neuropatica ¢
decorrente de lesao ou disfungdo no SNP/SNC que causa disfungdo monoaminérgica, mas a
dor inflamatéria ¢ causada pela acdo de mediadores inflamatorios nos nociceptores da
periferia e, posteriormente, alteracdes na excitabilidade da regido central dos neurdnios
(BRAVO etal., 2019).

Torna-se importante mencionar que a dor neuropatica estd associada a alta
disponibilidade da expressao do receptor D3/D2 estriatal, para o qual o baixo ténus da DA
endogena ¢ uma explicagdo plausivel, muito embora o aumento compensatorio na densidade
do mesmo receptor também possa contribuir. Em contraste, a dor musculoesquelética cronica
esta associada a baixa disponibilidade basal da expressdo de receptores D2/D3 estriatal
(MARTIKAINEN et al., 2018). Conforme supramencionado, os mecanismos dopaminérgicos
e noradrenérgicos estdo envolvidos na agdo analgésica na dor neuropatica. Consistentemente,
estudos clinicos relatam que os antidepressivos triciclicos € os inibidores da recaptagdo de 5-
HT/NA sio eficazes na dor neuropética (BAN et al., 2020). De fato, o principal mecanismo
dos antidepressivos que inibem a dor neuropatica €, primeiro, aumentar a NA na medula
espinhal e, segundo atuar no locus coeruleus, inibindo diretamente a dor e ativando o sistema
inibidor noradrenérgico descendente prejudicado. A DA e a 5-HT também aumentam no SNC
e podem potencializar os efeitos inibitorios da NA de maneira auxiliar (OBATA et al., 2017).

No atual momento, os tratamentos da dor cronica objetiva controlar seus sintomas, e
ndo tratar a patologia propriamente dita. Portanto, descobertas acerca dos mecanismos
envolvidos no desenvolvimento e manutencdo da doenga, assim como novas opgdes de
tratamento sdo de interesse cientifico e clinico. Conforme supracitado, a atuagcdo das
monoaminas em diferentes processos fisiologicos ¢ fundamental para a manutengdo da
homeostasia do organismo. Logo, torna-se essencial investigar compostos e/ou drogas
capazes de aumentar as concentracdes de neurotransmissores € os efeitos de inibidores
seletivos da recaptagdo de DA, 5-HT e NA durante a génese e progressao da FM. Desta
forma, destaca-se a importancia da investigacdo do pramipexol (PPX) — agonista D3/D2 —

para além da doenca de Parkinson.

1.9 PRAMIPEXOL
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O PPX ¢ um agonista dopaminérgico clinicamente utilizado no tratamento dos
sintomas motores da doenca de Parkinson e na sindrome das pernas inquietas. Estudo recente
sugere que o PPX também ¢ eficaz no tratamento da depressdo em pacientes que nao
respondem aos tratamentos tipicos (SILVA, 2019). Ainda, de acordo com o autor, o PPX
quando ligado pré-sinapticamente a neurdnios dopaminérgicos, inibe a liberacdo de DA; no
entanto, quando os neurdnios dopaminérgicos sofrem quaisquer danos, tal como ocorre na
depressao e doenga de Parkinson, o PPX atua como potente agonista pos-sinaptico de receptor
D2, demonstrando eficicia no tratamento. O PPX possui propriedades neuroprotetoras,
provavelmente pela regeneracdo dos neurdnios dopaminérgicos (SILVA, 2019). Escalona e
Fawcett demonstraram que na doenca de Parkinson, na qual a depressdo ¢ comum ¢ a
anedonia ¢ uma caracteristica proeminente, a L-dopa e outros agonistas da DA nao
especificos apresentam pouca eficdcia na prevengdo ou tratamento da depressdo. Os autores
relatam ainda que em pacientes deprimidos cronicos e graves resistentes ao tratamento,
incluindo transtorno bipolar, o PPX em altas doses mostrou resposta promissora,
caracterizado pela expressdo seletiva de receptores D3 nas areas de projecdo mesolimbica,
incluindo o NAc (ESCALONA; FAWCETT, 2016).

De acordo com Lieberknecht e colaboradores (2016) o efeito neuroprotetor do PPX
pode estar associado a indu¢do do BDNF. Neste sentido, para a ocorréncia do aumento da
expressao de proteinas neurotroficas, sugere-se que o PPX se ligue preferencialmente aos
receptores D3/D2 e induza tal efeito. Ainda, Chernoloz, Mansari e Blier descreveram que o
PPX produz aumento significativo na neurotransmissdo de 5-HT de maneira indireta. O
tratamento cronico com PPX aumentou a neurotransmissdo dopaminérgica no cortex pré-
frontal e a neurotransmissdo serotoninérgica no hipocampo. Os autores sugerem que as
alteracdes observadas na fun¢do dos sistemas monoaminérgicos possam estar subjacentes, até
certo ponto, a eficdcia clinica do PPX (CHERNOLOZ; MANSARI; BLIER, 2012).

Kim e colaboradores realizaram estudo no qual investigaram os efeitos
neuroprotetores dos agonistas de receptores do tipo D2 na neurodegeneracao dopaminérgica.
Neste estudo, os autores evidenciaram que o efeito do PPX estaria associado com a redugdo
direta do estresse oxidativo e/ou alteracdo da sinalizacdo celular induzido por 6-
hidroxidopamina (6-OHDA) (KIM et al., 2015). Ainda, recentemente foi demonstrado que o
tratamento intratecal com L-dopa em camundongos reduziu a hipersensibilidade tatil e
térmica induzidas pela 6-OHDA. Posteriormente, esses efeitos foram confirmados através do

tratamento com ropinirol — agonista do receptor tipo-D2 (TANG et al., 2020), evidenciando
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uma vez mais a atuagdo dos receptores do tipo-D2 na modulagdo nociceptiva. Avangando
nesta tematica, Vieira e colaboradores demonstraram que o tratamento com terpineol — dlcool
monoterpeno — promoveu efeito antidepressivo em animais tratados com LPS, entretanto
esses efeitos foram revertidos quando os animais foram tratados com sulpirida — antagonista
seletivo dos receptores D2. Esses dados demonstram que os efeitos antidepressivos do
terpineol dependem da ativacdo de receptores D2 (VIEIRA et al., 2020). Neste aspecto ¢
interessante notar que os receptores semelhantes a DA no cérebro (particularmente a
subfamilia D2) contribuem para a analgesia induzida pela disfun¢do dopaminérgica na dor
inflamatoria e neuropatica (CHEN et al., 2017). Em resumo, o PPX poderia representar opg¢ao
importante para o tratamento da FM. Somado a dificuldade de diagnodstico em humanos ao
fato de que ainda ndo existem terapias realmente efetivas, tampouco métodos preventivos
eficazes para tratar a FM, torna-se relevante investigar novos alvos terapéuticos objetivando
possiveis tratamentos e/ou prevencdo da doencga, justificando aqui a utilizagdo do PPX.
Pautado na ampla caracterizagdo da problematica, a hipotese deste estudo fundamenta-se no
fato de que os agonistas dopaminérgicos (D3/D2) podem representar importantes e
promissoras ferramentas no controle e/ou desenvolvimento da FM, e, portanto, necessitam
serem melhores investigados, principalmente no que se refere as vias de acao aos quais estao

envolvidos.
2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

O objetivo geral deste estudo foi investigar o efeito antinociceptivo e neuromodulador
do pramipexol (PPX) — agonista dos receptores D3/D2 dopaminérgico — no modelo
experimental de FM induzido por reserpina em camundongos.
2.2 Objetivos Especificos
Avaliar o efeito do PPX na hiperalgesia mecanica induzida pela reserpina no modelo
experimental da FM;

Avaliar o efeito do PPX na sensibilidade térmica no modelo experimental de FM induzido

por reserpina;
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Avaliar o efeito do PPX no comportamento tipo-depressivo e ansiogénico no modelo
experimental de FM induzido por reserpina;

Avaliar a atividade locomotora dos animais induzidos a FM e pés-tratamento com PPX;
Avaliar o efeito neuroquimico do PPX no modelo experimental de FM induzido por

reserpina.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 ANIMAIS

Neste estudo foram utilizados camundongos Swiss fémeas (Mus musculus) com peso
de 30-40g provenientes do Biotério Central da UFSC, Campus Florianopolis, e mantidos no
Biotério Setorial de Ararangua — Departamento de Ciéncias da Satide da UFSC, Campus
Ararangud. Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pelo comité de ética para
uso de animais (CEUA/UFSC —n°® 2572210218). Os animais foram acondicionados em caixas
isoladas e alojados em camara com ventilagdo, controle de temperatura (22 + 2°C) e umidade
(50 £ 10%) em ciclo de 12 horas claro-escuro. Agua e ragdo comercial foram oferecidas “ad
libitum”. O niimero de animais utilizados e a intensidade dos estimulos nocivos foram os
minimos necessarios para realizar os protocolos in vivo. Os protocolos experimentais foram
realizados de acordo com as normatizagdes da CEUA/UFSC bem como, os principios dos 3Rs
(substituicdo, reducdo e refinamento), além das diretrizes de manejo e cuidados de animais
para fins cientificos internacionais (Guide for the Care and Use of Laboratory Animals). Os
animais foram aclimatizados por no minimo 1-2 horas antes do inicio dos testes

comportamentais.

3.2 MODELO EXPERIMENTAL DE FM

O modelo experimental de FM utilizado neste estudo consistiu na adaptagdo do
protocolo prévio desenvolvido por Nagakura e colaboradores (2009). Nesse, foi preparada
solucdo estoque de reserpina (Sigma-Aldrich, cristalizada, 99,0% - USA) usando solucao
tampao fosfato (PBS) e 0,5% de Tween 80 (BEPPLER, 2018), adaptado para camundongos.
A inducio foi realizada através da administragdo repetida de reserpina na dose de 0,25 mg/kg,

via subcutanea (s.c), 1x/dia, durante 3 dias consecutivos, no periodo matutino. Os animais do
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grupo controle receberam apenas o mesmo volume do veiculo (PBS) + 0,5% de Tween 80

(NAGAKURA et al., 2009).

3.3 AGENTES FARMACOLOGICOS E REAGENTES

As seguintes substdncias foram utilizadas: reserpina (Sigma-Aldrich, cristalizada,
99,0% - USA). Cloridrato de Pramipexol (Aché laboratério farmacéuticos S.A, Guarulhos-
Sdo Paulo/Brasil) e Pregabalina (Lupin Limited — Goa, India). Todos os demais reagentes ¢

solugoes utilizadas nesse estudo apresentaram grau analitico adequado.

34 PROTOCOLO DE TRATAMENTOS

Para investigar a eficacia do PPX no modelo experimental de FM, foram realizados
dois protocolos. O primeiro apresentou duracdo de 15 dias, no qual os animais foram tratados
com PPX (0,1, 1 e 5 mg/kg; 1x/dia) por via intraperitoneal (i.p) durante 10 dias consecutivos,
baseado em estudos anteriores (WANG et al., 2018; ROMERO-SANCHEZ et al., 2019)
(Figura 7). O segundo protocolo apresentou duragdo de 5 dias, no qual os animais receberam
PPX na dose de 1 mg/kg (i.p, 1x/dia) durante 4 dias consecutivos, 30 minutos apods a
administracao da reserpina (Figura 8). As injecdes foram administradas entre as 07h30min —

10h00min (BREUER et al., 2009; KLEIN, 2014; BRUSCO et al., 2019).

3.5 PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

3.5.1 PROTOCOLO I

Para o primeiro protocolo os animais foram divididos nos seguintes grupos
experimentais:
e Grupo controle (C): animais saudaveis tratados com solu¢do salina + Tween 80
(0,5%) 1.p., por 10 dias consecutivos.
e Grupo Fibromialgia (FM): animais com FM, induzidos por reserpina via subcutanea,
durante trés dias consecutivos.
e Grupos controle + PPX (CPPX): animais saudaveis tratados com PPX 1 mg/kg, i.p.;

1x/dia, por 10 dias consecutivos.



39

e Grupos Fibromialgia + PPX (FMPPX): animais com FM tratados com PPX 0,1
mg/kg, 1.p.; 1x/dia, por 10 dias consecutivos.

e Grupo Fibromialgia + PPX (FMPPX): animais com FM tratados com PPX 1 mg/kg,
1.p.; 1x/dia, por 10 dias consecutivos.

e Grupo Fibromialgia + PPX (FMPPX): animais com FM tratados com PPX 5 mg/kg,

1.p.; 1x/dia, por 10 dias consecutivos.

3.5.2 SEQUENCIA EXPERIMENTAL (PROTOCOLO I)

O protocolo experimental apresentou duracdo de 15 dias. Inicialmente (dia 0 do
protocolo) os animais foram subdivididos entre os grupos (C, FM, CPPX ¢ FMPPX). Os
animais foram aclimatados antes dos testes comportamentais (dia 0), no qual foram realizados
os seguintes testes utilizados como medida basal: hipersensibilidade mecanica (von Frey) e
dor térmica ao calor (fail flick). Do dia 1 ao dia 3 foi realizada a indugdo da FM utilizando
reserpina — doses de 0,25 mg/kg, via subcutinea, 1x/dia, durante 3 dias ininterruptos
conforme Nagakura et al (2009). O tratamento com o PPX apresentou duracdo de 10 dias,
1x/dia, sendo que a primeira dose foi administrada no dia 4 do protocolo experimental (0,1, 1,
e 5 mg/kg, 1.p.) (ROMERO-SANCHEZ et al., 2019). Sendo assim, nos dias 0, 3, 4, 5, 6,9, 11,
13 e 14 do protocolo os animais foram submetidos aos seguintes testes comportamentais: teste
de campo aberto (open field) — dias 4 e 14; hipersensibilidade mecanica (von Frey) — dias 0, 3,
4,9 e 14; dor térmica ao calor (tail flick) — dias 0, 3, 4, 9, e 14; teste do nado for¢ado (TNF) —
dias 6 e 11; teste de labirinto em cruz elevado (plus maze) — dias 5 e 13; e teste da borrifagem
de solugdo de sacarose (splash test) — dias 5 e 13. No dia 14 do protocolo, os animais foram
eutanasiados. A massa corporal dos animais foi monitorada diariamente. O desenho da

sequéncia experimental proposta encontra-se na Figura 7.
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Figura 7: Desenho da sequéncia experimental — Protocolo I.
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Fonte: Ilustragao elaborada pelo autor.

3.5.3 PROTOCOLO II

J& para o segundo protocolo os animais foram divididos nos seguintes grupos

experimentais:

e Grupo controle (C): animais saudaveis tratados durante 4 dias com solugao salina +
Tween 80 (0,5%), 1.p.

e Grupo Fibromialgia (FM): animais com FM, induzidos por reserpina 0,25 mg/kg, s.c.,
durante trés dias consecutivos e tratados durante 4 dias com solugdo veiculo, 1.p; 1x/dia.

e Grupo Fibromialgia + PPX (FMPPX): animais com FM, induzidos com reserpina
durante trés dias consecutivos e tratados durante 4 dias com PPX 1 mg/kg, 1.p; 1x/dia.

e Grupo Pregabalina (PG): animais com FM, induzidos por reserpina 0,25 mg/kg, s.c.,
durante trés dias consecutivos e tratados durante 4 dias com pregabalina (30 mg/kg, via oral;

1x/dia).
5.3.4 SEQUENCIA EXPERIMENTAL (PROTOCOLO II)
O protocolo experimental apresentou duracdo de 5 dias. Inicialmente (dia 0 do

protocolo) os animais foram subdivididos entre os grupos (C, FM, FMPPX e PG). Os animais

foram aclimatados antes dos testes comportamentais (dia 0) no qual foram realizados os
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seguintes testes utilizados como medida basal: hipersensibilidade mecanica (von Frey) e dor
térmica ao calor (tail flick). Do dia 1 ao dia 3 foi realizada a inducdo da FM utilizando
reserpina — doses de (0,25 mg/kg, s.c) 1x/dia, durante 3 dias ininterruptos, conforme ja
descrito acima. Apos 30 minutos da administracdo da reserpina, os grupos receberam as
seguintes administragdes: C (solucdao salina + Tween 80 (0,5%) i.p, sem reserpina), FM
(solugdo salina, i.p + reserpina), FMPPX (PPX 1 mg/kg, i.p + reserpina) e PG (pregabalina 30
mg/kg, v.o, + reserpina). No dia 4 do protocolo, os animais foram novamente submetidos a
testes comportamentais (von Frey e tail flick) antes da administragao dos farmacos/veiculos
(basal do dia 4), e apds administracdo, os mesmos foram submetidos aos testes
comportamentais realizados nos seguintes tempos: 30 minutos, 1, 2 e 4 horas apos os
tratamentos. Apds o periodo de 4 horas, os animais foram eutanasiados, ¢ coletado o cortex
pré-frontal ¢ medula espinhal para posterior analise. A medula foi seccionada no sentido
longitudinal e armazenada em tubo plastico de refrigeragdo. A massa corporal dos animais foi

monitorada diariamente (Figura 8).

Figura 8: Desenho da sequéncia experimental — Protocolo II.
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Fonte: Ilustracao elaborada pelo autor.

3.6 PROTOCOLOS COMPORTAMENTAIS
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Para avaliar a efetividade do tratamento com PPX no desenvolvimento da FM, os

seguintes testes comportamentais foram utilizados:

3.6.1 Teste de campo aberto

O teste de campo aberto (open field) foi desenvolvido por Calvin Hall em 1934, e foi
utilizado para avaliar a atividade locomotora espontanea dos camundongos. Resumidamente,
cada animal foi colocado no centro do aparato experimental consistindo em caixa de acrilico
com piso branco dividido em quadrados do mesmo tamanho. O teste foi gravado durante 5
minutos utilizando camera (8 Megapixels, Apple). Dois parametros motores foram avaliados:
frequéncia de locomocdo (isto é, o numero de passagens de um quadrante para outro) e
nimero de levantamentos de patas dianteiras. O aparato experimental foi higienizado com
etanol 10% antes, e entre os testes comportamentais para eliminar possiveis odores deixados
por outros animais (ZHAO et al., 2015). O teste foi realizado nos dias 4 ¢ 14 do protocolo —
apos o tratamento com PPX. Todos os animais foram testados no campo aberto (1 hora ap6s a
primeira inje¢do didria do PPX) para observar os efeitos (sub) cronicos da administracdo da

droga (BREUER et al., 2009).

3.6.2 Dor térmica ao calor

De acordo com o protocolo de dor térmica ao calor (tail flick) descrito por D’ Amour
e Smith em 1941 e citado por Cecilia e colaboradores (2014), os testes foram realizados
utilizando banho-maria com temperatura de 48 + 1°C para imersdo da cauda. No mesmo
momento em que a cauda foi colocada na fonte térmica, o crondmetro foi disparado, sendo
que o tempo até a retirada da cauda (periodo de laténcia) foi utilizado como determinacdo do
indice de nocicepgao, observando o tempo maximo de 10 segundos de imersdao para evitar
possiveis danos teciduais (CECILIA et al., 2014). O teste foi realizado no dia 0 (basal) e dias

3,4, 9 e 14 do protocolo, apds o tratamento com o PPX.

3.6.3 Hipersensibilidade mecanica (von Frey)

Este método descrito por Chaplan e colaboradores (1994) foi utilizado para avaliar a

alodinia mecanica dos animais, conforme descrito anteriormente por Nagakura e
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colaboradores (2018). Os animais foram aclimatizados no aparato 1 hora antes do teste. O
teste baseia-se na pressao maxima necessaria para que o animal demonstre sensibilidade ao
contato com sua pele. Cada animal foi colocado em gaiola transparente com piso de malha de
metal. A hiperalgesia foi avaliada através do filamento de von frey (0,4 g) pelo método de
frequéncia de retirada, o qual foi aplicado na superficie plantar da pata traseira direita
(NAVRATILOVA et al., 2020). A retirada da pata apos pressao do filamento foi definida
como resposta positiva, ¢ a falta de retirada da pata no periodo de 6 segundos foi definida
como resposta negativa (OE et al., 2010). O teste foi realizado no dia 0 (basal) e dias 3,4 ¢ 9

do protocolo experimental, além disso, foi repetido no dia 14 do protocolo experimental.

3.6.4 Teste do nado forcado

O teste do nado forcado (TNF) foi desenvolvido por (PORSOLT et al., 1977) ¢
consiste em observar o comportamento do animal frente a um estresse agudo que ndo ha
possibilidade de escapatoria, o que remete um comportamento tipo-depressivo dos roedores e,
posteriormente, desenvolvimento de opg¢des terapéuticas para o tratamento da depressdo. O
modelo sugere que a observagdo do tempo em que o animal permanece imével quando ¢
submetido a uma situacdo da qual ndo ha escapatodria, fornece evidéncia de comportamento
tipo-depressivo. Resumidamente, os animais foram for¢ados a nadar individualmente em
recipiente cilindrico aberto (diametro 10 cm x altura 25 cm), contendo 19 cm de dgua a 25 +
1°C. O tempo de imobilidade foi avaliado pelo periodo de 6 minutos. Os animais foram
considerados imoveis quando pararam de lutar para encontrar uma alternativa escapatoria e
permaneceram flutuando na agua, fazendo apenas os movimentos necessarios para manter a
cabecga acima da dgua (LIEBERKNECHT et al., 2017). O teste foi realizado nos dias 6 ¢ 11

do protocolo experimental.

3.6.5 Teste de borrifagem de solucdo de sacarose

Para avaliar o comportamento de autocuidado e anedonia, foi utilizado o teste de
borrifagem de solu¢do de sacarose (splash test). O teste foi realizado seguindo o protocolo
previamente descrito por Isingrini e colaboradores (2010), com adaptacdes. Resumidamente,
solugdo de sacarose a 10% foi pulverizada no dorso dos animais, posteriormente esses foram

colocados individualmente em recipiente de vidro com saida de ar. Apos pulverizar a solugao
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de sacarose, a laténcia para iniciar a autolimpeza foi registrada e usada como medida de
autocuidado e comportamento motivacional. Ainda, foi estabelecido o periodo de 5 minutos
para o registro do tempo total de limpeza, usado como indicativo de comportamento
anedonico. O recipiente de vidro foi limpo com solugdo de etanol a 10% entre os testes, a fim
de remover tragos ou odor dos animais anteriores (LIEBERKNECHT et al., 2017). O teste foi

realizado nos dias 5 e 13 do protocolo experimental.

3.5.6 Labirinto em cruz elevado

O teste de labirinto em cruz elevado (LCE) (PELLOW et al., 1985) foi realizado
utilizando aparelho sem teto de dois bragos abertos (35 x 5 cm) e dois bragos fechados (35 x 5
x 15 cm), dispostos de modo que os dois bracos de cada tipo sejam opostos um ao outro. O
labirinto foi elevado a uma altura de 70 cm do chdo (NAZERI et al., 2017). O camundongo
foi colocado na area central do labirinto com a cabeca direcionada para um dos bragos abertos
e, em seguida, foi permitido explorar o labirinto livremente por 5 minutos. Qualquer visita
subsequente a um dos quatro bragos foi contada quando as quatro patas do animal entraram. O
tempo gasto e o numero total de entradas nos bragos abertos foram necessarios para avaliar a
extensdo da ansiedade. O labirinto foi higienizado com etanol a 10% entre os testes (NAZERI

etal., 2017). O teste foi realizado dias 5 e 13 do protocolo experimental.

3.7 ANALISES BIOQUIMICAS

Os animais foram eutanasiados no dia 5 do protocolo II com superdosagem de
barbitirico + anestésico local (pentobarbital 250 mg/kg + lidocaina 10 mg/ml, i.p.), e
posteriormente coletados tecidos cerebrais (cortex pré-frontal e medula espinhal) para as
analises bioquimicas. Para as analises, as amostras foram separadas e pesadas para dosagens
de proteinas. O tecido foi adicionado em PBS e homogeneizado, através de triturador manual
de tecidos. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 11.000 rpm durante 10 minutos
(4°C), e o sobrenadante foi coletado e estocado a -80°C para dosagens de monoaminas
(BRUSCO et al., 2019). O pH do sobrenadante de cada amostra foi ajustado para 3,5 com
acetato de sodio, posteriormente, filtrados e injetados em coluna de fase reversa com detector
eletroquimico, conforme descrito previamente (NAGAKURA et al., 2009). A quantidade de

DA na medula espinhal e cortex pré-frontal de todos os grupos experimentais foram dosadas
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usando cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) com detecc¢ao fluorimétrica (320 nm
com excitagdo a 279 nm), acoplado a bomba LC-20AT, amostrador automatico SIL-20AHT,
detector de fluorescéncia RF-20A e software LC solution Shimadzu (Kyoto, Japao). O teor de
DA foi quantificado comparando as areas dos picos das amostras com as areas dos picos do
padrao correspondente. Os resultados foram expressos como niveis de DA (em ng) por ul da

amostra.

3.8 ANALISES ESTATISTICAS

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o software Graphpad Prism —
versdo 6.01 (GraphPad Software Inc., San Diego, EUA), através dos dados expressos como
média +/- erro padrao da média (EPM). A andlise comparativa entre as variaveis numéricas
foi realizada utilizando a ANOVA de uma ou duas vias. Em seguida, os grupos foram
comparados entre si empregando-se o teste post-hoc de Bonferroni ou Newman-Keuls.
Valores de P menores que 0,05 (p<0,05) foram considerados estatisticamente significativos

entre os diferentes grupos do protocolo experimental.

4. RESULTADOS

Os resultados apresentados a seguir correspondem aos dois protocolos experimentais
conduzidos neste trabalho, o protocolo I que consistiu no tratamento terapéutico e o protocolo
IT que inclui o tratamento utilizado para avaliar o efeito preditivo do PPX no modelo
experimental de FM, ambos anteriormente detalhados.

No protocolo I, os animais foram submetidos a reexposicdo dos testes
comportamentais, sendo embasada na literatura descrita por Schrader e colaboradores (2018).
Os autores destacam que estabelecer a validade de testes comportamentais repetidos ao longo
do tempo ¢ de grande valor para a pesquisa neurocomportamental. Demonstraram ainda que
testes comportamentais repetidos € valido em estudos bem controlados que incluem um grupo
controle ndo tratado para explicar a variabilidade e habituacao entre os ensaios (SCHRADER
et al.,, 2018). A consequéncia predominante da repeticdo do estimulo ¢ uma diminuigdo
sistematica na frequéncia ou amplitude da resposta ao estimulo. Ao se comprovar que esse
decréscimo ndo ¢ causado por alteracdes fisiologicas nos niveis sensoriais ou motor, infere-se

que ocorreu um fendmeno de aprendizagem, conhecido como habituagdo (URIBE-
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BAHAMONDE et al., 2019). E importante mencionar que o periodo entre os testes variou de

6 a 10 dias, com exceg¢do do tail flick e von Frey.

Protocolo 1

4.1 EFEITO DO PPX NA HIPERALGESIA MECANICA E TERMICA INDUZIDA POR
RESERPINA

De acordo com o protocolo I do modelo experimental de FM descrito acima
utilizando reserpina, as avaliagcdes da sensibilidade mecanica dos animais foram realizadas
através do teste de filamentos de von Frey. A alteragdo do limiar teve inicio a partir da
administracao da reserpina (0,25 mg/kg, s.c., 1 x/dia por trés dias). Adicionalmente, verificou-
se que as doses de 1 e 5 mg/kg de PPX inibiram a redu¢do do limiar nociceptivo provocada
pela administracdo de reserpina, sendo que nos dias 9 e 14 esse efeito tornou-se mais

evidente. Por outro lado, a dose de 0,1 mg/kg ndo apresentou o mesmo efeito (Figura 9).

Figura 9: Efeito antinociceptivo do PPX na alodinia mecanica no modelo experimental de FM

induzido por reserpina.
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Efeito antinociceptivo do tratamento cronico com PPX no modelo experimental de FM induzido por reserpina. O
teste para avaliar a hipersensibilidade mecanica foi realizado em todos os grupos nos dias 0 (basal), 3,4, 9 ¢ 14
do protocolo I. Os dados sdo apresentados como média = EPM (n=9 animais/grupo). O grafico A apresenta a
frequéncia de resposta dos grupos durante os dias de avaliagdo. Foi possivel observar hipersensibilidade
mecanica no grupo reserpina versus grupo veiculo (##p<0,01). O grupo reserpina (0,25 mg/kg, s.c., 1x/dia) +
PPX (1 mg/kg, i.p., 1x/dia) apresentou reducdo na hiperalgesia induzida pela reserpina (**p<0,01) quando
comparado ao grupo controle reserpina ndo-tratado. No grafico B ¢ ilustrada a area sob a curva das frequéncias
de resposta apresentada pelos grupos entre os dias 9 e 14, sendo que, todos os grupos tratados com PPX
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apresentaram reduc@o na hiperalgesia induzida pela reserpina. Os grupos reserpina + PPX 0,1, 1 mg/kg e + PPX
5 mg/kg apresentaram diferenga estatistica quando comparados ao grupo reserpina (**p<0,01). *p<0,05 e
**p<0,01 representam a diferenga estatistica entre o grupo reserpina versus grupos tratados com PPX, ##p<0,01
representam a diferenca estatistica entre o grupo reserpina versus o grupo veiculo.

Para avaliar se o PPX seria capaz de reduzir a hiperalgesia térmica ao calor no
modelo experimental de FM, os animais foram avaliados em diferentes dias do protocolo,
através do teste de sensibilidade térmica ao calor (¢ail flick). Conforme ilustrado na Figura 10,
nos dias 9 e 14, o tratamento com PPX (1 e 5 mg/kg) inibiu a hiperalgesia térmica quando
comparado ao grupo reserpina + veiculo, com destaque para a dose de 1 mg/kg que inibiu
significativamente este comportamento em ambos os dias de andlise. J& o grupo tratado com

PPX (0,1 mg/kg) ndo apresentou efeito no pardmetro analisado (Figura 10).

Figura 10: Efeito antinociceptivo do PPX na sensibilidade térmica no modelo experimental de

FM induzido por reserpina.
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O teste de tail flick foi aplicado em todos os grupos nos dias 0 (basal), 3, 4, 9 ¢ 14 do protocolo I, a fim de
avaliar a sensibilidade térmica dos animais. Os dados sdo apresentados como média + EPM (n=9 animais/grupo).
ANOVA de uma via, seguida pelo teste post-hoc de Bonferroni. O grafico demonstra que o grupo tratado
somente com reserpina apresentou hipersensibilidade térmica quando comparado ao grupo veiculo. ##p<0,01
representa a diferenca estatistica entre o grupo reserpina versus o grupo veiculo. O tratamento com PPX 1 e 5
mg/kg reduziu a hipersensibilidade térmica induzida pela reserpina quando comparado ao grupo controle ndo-
tratado, particularmente, nos dias 9 e 14. **p<0,01 e ***p<0,0001 representam a diferenga estatistica entre o
grupo reserpina versus grupos tratados com PPX.

5.2 EFEITO DO TRATAMENTO CONTINUO COM PPX NO COMPORTAMENTO TIPO-
DEPRESSIVO INDUZIDO POR RESERPINA

Para investigar o efeito do PPX no comportamento tipo-depressivo induzido pela

reserpina, os animais foram submetidos ao teste de nado forcado (TNF). Aqui, a
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administracdo repetida do PPX preveniu o comportamento tipo-depressivo induzido por
reserpina no TNF (Figura 11). O PPX (1 mg/kg) mostrou-se eficaz na reduciao do tempo em
que os animais permaneceram imoveis nos dias 6 € 11 do protocolo experimental, enquanto a
dose de 5 mg/kg apresentou diferenga significativa apenas no dia 11 do protocolo em
comparagdo ao grupo reserpina. O grupo tratado com PPX (0,1 mg/kg) ndo apresentou
diferenca significativa no modelo experimental de reserpina nos animais submetidos ao TNF

(Figura 11).

Figura 11: Efeitos do tratamento com PPX no comportamento tipo-depressivo induzido por

reserpina.
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O TNF foi realizado nos dias 6 ¢ 11 do tratamento terapéutico. Os dados s@o apresentados como média + EPM
(n=9 animais/grupo). ANOVA de uma via, seguida pelo teste post-hoc de Bonferroni. O grafico mostra que o
tratamento com PPX 1 mg/kg reduziu o tempo de imobilidade nos animais quando comparado ao grupo
reserpina (0,25 mg/kg, s.c., 1x/dia) (**p < 0,01) nos dias 6 e 11 do protocolo. Enquanto o tratamento com PPX
na dose de 5 mg/kg reduziu o tempo de imobilidade apenas no dia 11 quando comparado ao grupo reserpina (*p
< 0,05). Quando analisado o grupo reserpina versus veiculo a diferenga estatistica entre os grupos foi de
##p<0,001. *p<0,05 e **p<0,01 representam a diferenca estatistica entre o grupo reserpina versus grupos
tratados com PPX, ##p<0,01 representam a diferenca estatistica entre o grupo reserpina versus o grupo veiculo.

Similarmente ao TNF, foi realizado neste projeto o teste de borrifagem de solugdo de
sacarose com o objetivo de investigar o potencial do PPX no efeito anedonico durante o
modelo experimental de FM induzido por reserpina. Aqui, ndo foi possivel observar diferenca
significativa entre os grupos na laténcia de grooming (tempo até o primeiro comportamento
de autolimpeza), bem como no tempo total de grooming (tempo em que os animais

permaneceram fazendo autolimpeza). Pontualmente, observou-se diferenca significativa no
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nimero de grooming nos animais tratados com PPX (1 mg/kg), quando comparado ao grupo

controle (Figura 12).

Figura 12: Efeito do tratamento com PPX em animais induzidos ao modelo experimental de

FM por reserpina no teste de Borrifagem de solu¢do de sacarose.
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O tratamento com PPX inibiu o comportamento aneddnico dos animais no modelo experimental de FM nas
doses de 1 e 5 mg/kg i.p. Os dados sdo apresentados como média + EPM (n=9 animais/grupo). ANOVA de uma
via seguida pelo teste post-hoc de Bonferroni. *p<0,05 representa a diferenga estatistica entre o grupo reserpina
versus PPX.

5.3 EFEITO DO TRATAMENTO CONTINUO COM PPX NO COMPORTAMENTO
ANSIOGENICO INDUZIDO PELA RESERPINA

Aqui, buscou-se avaliar o efeito do PPX no comportamento ansiogénico induzido
pela reserpina. No teste de labirinto em cruz elevado, o PPX (1 mg/kg, 1.p) induziu aumento
do percentual de entradas no braco aberto nos dias 5 e 13 do protocolo (Figura 13A). Além
disso, os animais tratados com PPX apresentaram aumento significativo no percentual de
tempo gasto nos bragos abertos em ambos os dias de teste, quando comparado aos animais
controles nos dias 5 e 13 (Figura 13B). Ainda, o tratamento com PPX ndo alterou o percentual
de entradas no braco fechado, demonstrando assim que o agonista dopaminérgico nao

interferiu com o comportamento motor dos animais (Figura 13).

Figura 13: Efeito do tratamento com PPX no teste de labirinto em cruz elevado em animais

induzidos ao modelo experimental de FM por reserpina.
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A figura 13 apresenta o efeito do PPX (A, B ¢ C) no teste de labirinto em cruz elevado (LCE) apds a indugdo da
FM. Nos dias 5 e 13 do tratamento terapéutico foi realizado o LCE para verificar o efeito do PPX no
comportamento exploratorio dos animais. O tratamento com PPX (1 mg/kg, i.p., 1x/dia) aumentou o % do tempo
de permanéncia nos bragos abertos, indicando redugdo no comportamento ansiogénico induzido pela reserpina.
Os dados s@o apresentados como média + EPM (n=9 animais/grupo). ANOVA de uma via, seguida pelo teste
post-hoc de Bonferroni. **p < 0,01 no dia 5 e *p < 0,05 no dia 13 representam a diferenca estatistica entre o
grupo reserpina (0,25 mg/kg, s.c., 1x/dia) versus grupos tratados com PPX. Nenhum dos tratamentos foi capaz
de alterar o nimero de entradas nos bragos abertos e¢/ou fechados.

Posteriormente, utilizou-se o teste de campo aberto (TCA), a fim de investigar o
comportamento motor dos animais apos o tratamento com PPX. Conforme ilustrado na Figura
14, o tratamento com PPX ndo alterou o padrdo motor dos animais durante o modelo

experimental de FM induzido pela administragdo de reserpina.
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Figura 14. Efeito do tratamento com PPX no comportamento motor apos a administragao da

reserpina
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No teste de campo aberto usado para investigar o comportamento motor dos animais, avaliou-se dois parametros,
o numero de cruzamento (A) e o nimero de levantamentos de patas (B). A figura A ¢ B ilustra que ndo houve
alteracdo significativa na atividade locomotora dos camundongos do grupo reserpina, assim como dos animais
tratados com PPX. Os dados sdo apresentados como média + EPM (n=9 animais/grupo).

54 AVALIACAO DA MASSA CORPORAL DOS ANIMAIS NO PROTOCOLO
EXPERIMENTAL DE FM

O peso corporal dos animais (g) foi monitorado diariamente apos a inducao da FM.
Os resultados apresentados na Figura 15 demonstram que a inducdo da FM e/ou tratamento

com PPX ndo alterou o peso corporal dos animais.
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Figura 15: Avaliagdo da massa corporal dos animais.
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No protocolo I (tratamento terapéutico) o peso corporal dos animais foi monitorado no periodo de 15 dias.
Inicialmente, no dia 0 do protocolo, os animais foram pesados ¢ a medida foi usada como basal. Posteriormente,

os animais foram pesados nos dias 4, 7, 10 e 14 do protocolo experimental. Os dados sdo apresentados como
média £ EPM (n=9 animais/grupo).

Protocolo 11

5.5 EFEITO DO PPX NA HIPERALGESIA MECANICA E TERMICA NO MODELO
EXPERIMENTAL DE FM

Inicialmente, avaliou-se o efeito anti-hiperalgésico do tratamento preditivo repetido
com PPX durante a génese do modelo experimental de FM. Assim, do dia 1 ao dia 3 foi
realizada a indugdao da FM utilizando reserpina — dose de (0,25 mg/kg, s.c) 1x/dia, durante 3
dias consecutivos. Apds 30 minutos da administracdo da reserpina, os grupos receberam o
tratamento com PPX (1 mg/kg, i.p.; 1x/dia). No dia 4, os animais foram submetidos aos testes
comportamentais antes da administragdo dos farmacos/veiculos (basal do dia 4), e apos
administracao esses foram avaliados nos seguintes tempos: 30 minutos, 1, 2 € 4 horas ap6s os
tratamentos. Os dados apresentados na Figura 16 A e B ilustram que a administragdo de
reserpina (0,25 mg/kg s.c) durante trés dias consecutivos induziu hiperalgesia mecéanica no
terceiro dia de indugdo. Por outro lado, o tratamento agudo e repetido com PPX inibiu a
hiperalgesia mecanica induzida pela reserpina, similarmente ao tratamento com pregabalina —

usado como controle positivo e padrao-ouro para o tratamento da FM (Figura 16).
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Figura 16: Efeito antinociceptivo do PPX na hiperalgesia mecanica no modelo experimental

de FM induzido por reserpina.
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Efeito antinociceptivo do tratamento agudo e repetido com PPX no modelo experimental de FM induzido por
reserpina. A avaliagdo da sensibilidade mecanica dos animais foi realizada em todos os grupos no 4° dia do
tratamento preventivo durante 4 horas, além, da medida basal. As medidas foram efetuadas ap6s a administragio
do PPX; 30 minutos; 1; 2 e 4 horas apds o ultimo tratamento com PPX. Neste experimento, o tratamento com
pregabalina (30 mg/kg, v.o., 1x/dia) foi utilizado como controle positivo. O grafico A apresenta a frequéncia de
resposta dos grupos durante as avaliagdes, sendo que, o grupo tratado com PPX inibiu a hiperalgesia mecanica
induzida pela reserpina (*p< 0,05; nos tempos 0,5 e 2 horas; e **p<0,01 nos tempos de 1 e 4 horas quando
comparado ao grupo tratado com reserpina). O grafico B apresenta a area sob a curva das frequéncias de resposta
nas 4 horas, sendo que, tanto o grupo tratado com PPX quanto o grupo tratado com pregabalina reduziram a
hiperalgesia mecanica induzida pela reserpina (**p<0,01). Os dados s@o apresentados como média + EPM (n=6
animais/grupo). *p<0,05 ¢ **p<0,01 representam a diferenga estatistica entre o grupo reserpina versus grupos
tratados com PPX ou pregabalina, ##p<0,01 representam a diferenga estatistica entre o grupo reserpina versus o
grupo veiculo. AAp<0,01 representa a diferenga estatistica entre o grupo tratado com PPX versus o grupo tratado
com pregabalina.

A Figura 17 ilustra o efeito do PPX na sensibilidade térmica ao calor no modelo de
FM induzida por reserpina. Os dados apresentados na Figura 17 demonstram que a
administracdo da reserpina induziu hiperalgesia térmica quando comparada ao grupo veiculo,
particularmente no tempo de 2 horas. O tratamento agudo e repetido com PPX, assim como a
administragdo da pregabalina, ndo demonstrou efeito na sensibilizagdo térmica induzida pela
reserpina (Figura 17). Em conjunto, esses dados sugerem que a administragdo do PPX durante

a génese da doenca parece modular, particularmente, a hiperalgesia mecanica induzida pela

reserpina.
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Figura 17: Efeito antinociceptivo do PPX na sensibilidade térmica no modelo experimental de

FM induzido por reserpina.
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O tratamento preventivo com PPX n@o alterou a sensibilizacdo térmica induzida pelo modelo experimental da
FM. Os dados sdo apresentados como média £ EPM (n=6 animais/grupo). ANOVA de uma via seguida pelo
teste post-hoc de Bonferroni, *p<0,0001 reserpina versus grupo tratado com veiculo.

5.6 AVALIACAO DA MASSA CORPORAL DOS ANIMAIS NO PROTOCOLO
EXPERIMENTAL DE FM

O peso corporal dos animais foi monitorado diariamente no tratamento preventivo.
Conforme a Figura 18 observa-se que o modelo experimental e/ou tratamento preventivo com
PPX ou pregabalina ndo apresentaram diferenca significativa na massa corporal dos animais

no desenho experimental proposto.
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Figura 18: Avaliacdao da massa corporal dos animais induzidos a FM por reserpina.
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O peso corporal dos animais foi monitorado diariamente durante o desenho experimental proposto. No primeiro
dia do protocolo, os animais foram pesados no qual a medida foi considerada como basal. Nao foi possivel
observar diferenca significativa no peso corporal dos animais. Os dados s@o apresentados como média = EPM
(n=6 animais/grupo).

5.7 DOSAGENS DE MONOAMINAS EM TECIDOS CEREBRAIS

Como supramencionado, as aminas biogénicas, incluindo a DA, desempenham papel
fundamental no comportamento, emogdes, cogni¢ao e controle da dor, assim como individuos
fibromialgicos e roedores submetidos a administragdo da reserpina apresentam baixos niveis
desses neurotransmissores no sangue e tecidos cerebrais (NAGAKURA et al., 2018). A
Figura 19 ilustra os niveis da DA no cortex pré-frontal e medula espinhal dos animais
induzidos ao modelo experimental de FM e tratados com PPX (1 mg/kg, 1.p.). Os animais
tratados apenas com reserpina apresentaram redu¢do nos niveis de DA quando comparado aos
animais tratados com veiculo no cortex pré-frontal (Figura 19A) e medula espinhal (Figura
19B). De maneira significativa, o tratamento com PPX reestabeleceu os niveis de DA na
medula espinhal e cortex pré-frontal apds a indugdo da FM similarmente aos animais

controles saudaveis (Figura 19 A e B).
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Figura 19: Niveis de DA no cortex pré-frontal e medula espinhal dos animais induzidos ao
modelo experimental de FM
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Os painéis acima ilustram o efeito do PPX nos niveis de DA no cortex pré-frontal (A) e medula espinhal (B)
apos a administragdo da reserpina. Os dados sdo apresentados como média = EPM (n=6 animais/grupo).
ANOVA de uma via, seguida pelo teste post-hoc de Newman-Keuls. **p<0,01 representam a diferenca
estatistica entre o grupo reserpina versus grupos tratados com PPX, ##p<0,01 representam a diferenca estatistica
entre o grupo reserpina versus o grupo veiculo. N.S.=ndo significativo.

5. DISCUSSAO

A fibromialgia é caracterizada por dor musculoesquelética crOnica generalizada e
fadiga associada, disturbios do sono e outros sintomas cognitivos € somaticos como
depressao, ansiedade, alteragdes do sono e disfun¢do cognitiva também sdo sintomas
frequentemente encontrados em pacientes com FM (BAIR; KREBS, 2020; PASSOS et al.,
2020). Até o presente momento ndo ha fisiopatologia clara definida para a FM, e ainda o
diagnostico e tratamentos sdo limitados, implicando na necessidade de se investigar novas
alternativas terapéuticas para a doenga. A terapia farmacologica utilizada para o tratamento
sintomatico da FM consiste em medicamentos que aumentam simultaneamente os niveis de 5-
HT e NA (inibidores da recaptagdo de 5-HT — NA) no SNC (SLUKA; CLAUW, 2016). No
presente estudo, a administracdo de reserpina induziu alteragdes comportamentais e
bioquimicas nos animais, sendo observados a hiperalgesia mecéanica e hipersensibilidade
térmica. Por outro lado, foi possivel observar alteragdes nos neurotransmissores
monoaminérgicos como, por exemplo a DA.

Ainda, neste trabalho avaliou-se a participacdo dos receptores D3/D2 dopaminérgicos

durante a génese e progressio do modelo experimental de FM, visto que dados recentes
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sugerem que a DA desempenha papel vital na modulagdo da dor no SNC (ALBRECHT et al.,
2015), e o tratamento com agonistas dopaminérgicos inibiu a alodinia e hiperalgesia em
modelos experimentais (YAO et al., 2019). Os mesmos autores apontam que a NA e 5-HT sao
neurotransmissores endogenos que desempenham papéis importantes na via analgésica
descendente, com inicio na substancia cinzenta periaquedutal do mesencéfalo até o término da
medula espinhal. Altera¢des na expressdo desses neurotransmissores (NA e 5-HT) resultam
na geragao de dor nociva. Tais evidéncias sugerem a DA como um fator neurobiologico
fundamental associado aos sintomas de dor cronica e depressao (YAO et al., 2019) estando
em acordo com os resultados desse estudo, o qual foi observado que a modulagdo da
concentragdo de DA, bem como a ativacao dos receptores D3/D2 foi capaz de inibir e reverter
o desenvolvimento da dor nos protocolos de tratamentos preventivo e terapéutico,
respectivamente, observados nos testes comportamentais (von Frey e tail flick). Em conjunto,
esses dados reforcam os achados descritos na literatura no qual destacam que ha
intensificagdo dos sintomas de dor central em individuos com FM (NEUMEISTER et al.,
2020).

Associado a isso, Albrecht e colaboradores (2015) destacaram que além do possivel
papel na nocicep¢ao, a DA também ¢ essencial para a fungdo cognitiva. Portanto, a DA pode
mediar o comprometimento cognitivo frequentemente relatado por pacientes com dor cronica.
No estudo desenvolvido pelos autores supramencionados, eles buscaram caracterizar o
sistema dopaminérgico em pacientes do sexo feminino diagnosticados com FM. Para isso, os
autores utilizaram tomografia por emissdo de pdsitrons para avaliar as mudancas nas vias da
DA e testar as associagOes entre receptores os D3/D2 com medidas experimentais de dor
(ALBRECHT et al., 2015). O estudo de Arnold e colaboradores (2019) confirmou esses
achados relatando que, durante os estimulos dolorosos, foi observado altera¢des de atividades
nas principais areas nociceptivas (por exemplo, o tronco encefalico — origem da via analgésica
descendente), bem como em regides previamente identificada como fonte potencial de
inibicao disfuncional da dor na FM. Como ja citado, a ativacao funcional e a conectividade
dos sinais inibitérios da dor endogena estdo alteradas nos pacientes com FM (o que significa
que héd um desequilibrio entre os diferentes sistemas nociceptivos e antinociceptivos) (SARZI-
PUTTINI et al., 2020).

Especificamente, em estudo clinico, os autores avaliaram diferentes genotipos da
enzima catecol-O-metiltransferase (COMT) (envolvida na degradacido de neurotransmissores

catecolaminérgicos) na saliva de pacientes com FM. E interessante discutir, nesse sentido, que
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a alta atividade enzimatica da COMT, ocasiona maior degradagdo da DA, tal como ocorre nos
pacientes com FM (FERREIRA et al., 2020). Considerando que alteracdes em vias
descendentes da dor ja foram descritas na literatura (WAWRZCZAK-BARGIE!A et al.,
2020), assim como a expressao alterada de enzimas de degradagdo diretamente implicadas na
neurotransmissdo dopaminérgica, e que a reserpina degrada as aminas biogénicas
(NAGAKURA et al.,, 2009), os resultados obtidos com a administracdo de agonistas
dopaminérgicos evidencia que os processos neurais mediados pela DA desempenham papéis
importantes na regulagdo de sistemas descendentes para o controle da nocicepgdo (ja que com
a administragdo do PPX foi possivel observar reducdo da hipersensibilidade mecanica e
térmica) nos testes comportamentais, bem como na resposta a experiéncia de dor cronica no
modelo experimental de FM. Isso poderia estar relacionado ao fato de que individuos com FM
apresentam menor disponibilidade de ligacdo da expressdo de receptores dopaminérgicos
D3/D2 bem como, da expressdo de DA em relagdo a controles saudaveis (SLUKA; CLAUW,
2016).

Os resultados atuais do presente estudo sugerem possivel envolvimento direto da via
dopaminérgica na génese e progressdo experimental da FM, sendo possivel sugerir que o
sistema dopaminérgico representa alvo potencial no tratamento da dor cronica, e os efeitos
analgésicos de diferentes farmacos podem ser dependentes da atividade nos circuitos
descendentes (BANNISTER; DICKENSON, 2016). Em concordancia, Serafini e
colaboradores (2020) revisaram diferentes estudos pré-clinicos demonstrando que estimulos
nocivos afetam a liberagdo de DA no centro de recompensa do cérebro. Consistentemente
com as observagoes em estudos humanos, estados de dor cronica em roedores culminam com
uma redugdo na liberagdo de DA no NAc, e o alivio da dor estd associado a niveis
aumentados de DA nessa estrutura cerebral (SERAFINI et al., 2020). Nesse sentido, a
modula¢do do sistema dopaminérgico mesolimbico estd associada & diminuicdo da dor
(MITSI et al., 2016).

A reserpina induz a deplecdo das monoaminas cerebrais, que por sua vez induz a
reducdo da atividade locomotora espontanea que reflete em prejuizo na fungdo motora. O
teste de campo aberto ¢ um dos métodos comportamentais mais comuns e amplamente
utilizado para a avaliacdo da atividade locomotora em estudos pré-clinicos (YAO et al.,
2019). Em concordancia, Brusco e colaboradores (2019) realizaram estudo no qual
investigaram o envolvimento das cininas e seus receptores no modelo experimental de

reserpina em camundongos. Nesse estudo os autores ndo observaram alteragdo na atividade
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locomotora nos animais apds a administragdo de reserpina (1 mg/kg) no teste do campo
aberto. Em conformidade com o estudo realizado por Brusco e colaboradores (2019), nesse
estudo ndo foi possivel observar alteragdes na atividade locomotora dos animais submetidos
ao modelo experimental de FM. Por outro lado, tais achados reforcam que o modelo
experimental utilizando reserpina como indutor de hiperalgesia/comportamento tipo-
depressivo em camundongos, apresentou resultados significativos em comparacdo com 0s
principais sintomas associados a pacientes com FM.

Estudo prévio do nosso grupo de pesquisa demonstrou efeito antidepressivo dos
receptores D3/D2 no modelo experimental de depressdo induzida por lipopolissacarideo
(LPS) (modelo inflamatorio de depressao). Lieberknecht e colaboradores (2017) identificaram
propriedades neuroprotetoras € imunomoduladoras do agonista D3/D2 preferencial da DA.
Além disso, os autores descreveram que esse agonista dopaminérgico pode induzir efeito
semelhante aos antidepressivo classicos usados na clinica (Duloxetina/Fluoxetina), visto que o
tratamento com o PPX inibiu o comportamento tipo-depressivo no teste de suspensdo pela
cauda (TSC) bem como, o comportamento aneddnico no teste de borrifagem de solucdo de
sacarose (splash test). Em consondncia, ja foi relatado na literatura que inibidores da
recaptacdo de 5-HT e NA sdo eficazes para os tratamentos dos sintomas da depressao e dor
em pacientes com FM, sugerindo que a deplecdo da 5-HT poderia ser uma explicagdao
plausivel responsavel pelos episodios depressivos no decurso temporal da doenca (SINGH et
al., 2019). Portanto, os resultados desse estudo referente a alteracdo do comportamento tipo-
depressivo bem como aqueles relacionados a dor induzido por reserpina podem estar
associados a modulagao dos receptores D3/D2. Nesse estudo foi possivel observar ainda que o
agonista D3/D2 dopaminérgico inibiu o comportamento tipo-depressivo induzido pela
reserpina, no TNF e splash test, reforcando que o PPX bloqueia o comportamento anedonico
nos animais. Importantemente, em humanos o comportamento anedonico estd, intimamente,
associado a depressdo, também presente na FM. Ainda, dados anteriores sugerem que a dor
cronica e a depressdo apresentam alteragdes semelhantes na neuroplasticidade e envolvem
mecanismos neurobioldgicos sobrepostos; visto que neurotransmissores monoaminérgicos
estdo diminuidos em individuos com dor cronica e depressdo. Além disso, as regides do
cérebro envolvidas nas vias da dor, como o cortex pré-frontal, o hipocampo e a amigdala, sao
semelhantes aquelas envolvidas nos transtornos do humor. A medida que a dor se transforma
em uma condi¢do cronica, estados emocionais negativos podem ser acompanhados por outros

disturbios emocionais, como ansiedade, anedonia e déficits cognitivos (YANG et al., 2019).
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Conforme supramencionado, a sinalizacdo dopaminérgica tem sido implicada no
comportamento semelhante a ansiedade, presumivelmente por meio de areas de proje¢do da
DA do mesencéfalo para o hipocampo, amigdala estendida e cortex pré-frontal, dentre outras
regidoes do cérebro (DEGROOT et al., 2020). Ainda, Zarrindast e Khakpai (2015) sugerem
que diferentes regides do cérebro estdo envolvidas na modulacdo e expressdo da ansiedade,
incluindo a amigdala, o hipocampo e o cortex pré-frontal. Os autores destacam ainda que
existem evidéncias de que a circuitaria dopaminérgica mesolimbica, mesocortical e
nigroestriatal estdo envolvidas no controle da ansiedade (ZARRINDAST; KHAKPALI, 2015).
Nesse contexto, no teste do labirinto em cruz elevado utilizado para avaliar o comportamento
ansiogé€nico nos animais, o tratamento com PPX aumentou o tempo de permanéncia no brago
aberto sugerindo, portanto, que esse agonista dopaminérgico (D3/D2) controla o
comportamento ansiogénico durante o desenvolvimento da FM através da circuitaria
dopaminérgica. Embora existam pesquisas que demonstram consistentemente niveis
reduzidos de 5-HT central nos pacientes com FM e em modelos animais, evidéncias
emergentes sugerem que a DA poderia ser outro fator crucial envolvido na dor, ansiedade e
depressdo, ambos associados 8 FM (HERNANDEZ-LEON et al., 2019).

Apesar da fisiopatologia da FM ainda ndo ter sido totalmente elucidada, o tratamento
com Pregabalina ¢ uma das principais abordagens terapéuticas recomendadas (BRUSCO et
al., 2019). Ainda, de acordo com CROSS e colaboradores (2020), a Pregabalina ¢
estruturalmente semelhante ao neurotransmissor inibitdério 4cido gama-aminobutirico
(GABA). Esse farmaco foi modificado para ser analogo lipofilico objetivando aumentar a
difusdo através da barreira hematoencefalica. FArmacos como Pregabalina e Gabapentina
atuam na FM, em parte, reduzindo a atividade glutamatérgica. J&4 foi demonstrado que
individuos com FM que apresentam niveis pré-tratamento de glutamato elevados na insula
posterior foram os mais responsivos a Pregabalina (ARNOLD et al., 2018). Em conjunto, tais
achados sugerem que esse neurotransmissor desempenha papel fundamental na patogénese da
FM. No entanto, mesmo a Pregabalina sendo aprovada pela FDA para o tratamento de dor
neuropatica, FM e outros tipos de dores, torna-se importante destacar que essa droga aumenta
significativamente o risco de eventos adversos, incluindo ganho de peso, sonoléncia, tontura,
boca seca, edema periférico, fadiga, distarbios visuais, ataxia, edema nao periférico, vertigem
e euforia (ONAKPOYA et al., 2019).

Outro fator interessante descrito por Nagakura e colaboradores (2018) foi que

animais induzidos a FM utilizando reserpina apresentaram redu¢@o na evolugdo do estado
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geral do corpo, ou seja, do peso corporal. Para os autores, os animais que receberam as doses
de reserpina (0,5 mg/kg) apresentaram significativa perda de peso quando comparado ao
grupo controle. No mesmo estudo foi avaliado o peso corporal dos animais do grupo que
recebeu reserpina na dose de 0,25 mg/kg, e nessa concentragdo os autores ndo observaram
diferenga significativa quando comparado ao grupo controle. Esses resultados corroboram
com os dados obtidos no nosso estudo, os quais ndo foi possivel observar diferenca
significativa na massa corporal dos animais tratados com reserpina 0,25 mg/kg (s.c) quando
comparados ao grupo controle.

Dentre as respostas fisiologicas associadas a FM, o esgotamento das aminas
biogénicas possui consisténcia na literatura atual no que se refere a fisiopatologia da doenga.
Estudos ja mostraram que individuos com FM apresentam baixos niveis de DA, 5-HT e NA
(RUS et al., 2018). Portanto, os sintomas da FM podem ser resultados do comprometimento
desses neurotransmissores. Isso reflete o que ja foi descrito por Sarzi-Puttini e colaboradores
(2020). Nesse, os autores descrevem que para manter a hipoatividade das vias analgésicas
descendentes durante a FM, os niveis dos neurotransmissores noradrenérgicos e
serotoninérgicos no fluido bioldgico de pacientes com FM sdo menores do que em individuos
saudaveis, e a atividade dopaminérgica cerebral durante a estimulagdo dolorosa esta
diminuida (SARZI-PUTTINI et al., 2020). Aqui, as analises bioquimicas demonstraram de
maneira significativa que a reserpina diminuiu consideravelmente a expressdo de DA na
medula espinhal e cortex pré-frontal de camundongos, e apds o tratamento com PPX (1
mg/kg) foi possivel observar que a expressdo de DA nos tecidos cerebrais analisados (medula
espinhal e cortex pré-frontal) dos animais tratados com reserpina foram restaurados.
Conforme descrito na literatura, farmacologicamente, os agonistas dopaminérgicos possuem
alta afinidade e atuam ligando-se seletivamente aos receptores D2 da DA.

As concentragdes de PPX utilizadas neste estudo apresentaram efeitos divergentes
em diferentes testes comportamentais realizados. Foi possivel observar que o PPX na
concentracdo de 1 mg/kg i.p promoveu melhor efeito, portanto, para o tratamento preditivo
optou-se por utilizar a dose de 1 mg/kg do agonista dopaminérgico. Em um estudo publicado
por Orru e colaboradores (2020) no qual utilizaram diferentes doses de agonista
dopaminérgicos, os resultados mostraram que dosagens mais baixas de D2R pode causar
hipolocomogdo ou catalepsia no modelo animal de reserpina, enquanto doses mais altas de
D3R levaram a uma redugdo de comportamento nos testes realizados. Apesar dos resultados

obtidos neste estudo utilizando o PPX, ainda ndo foi possivel elucidar totalmente os
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mecanismos responsaveis pelo aumento da expressao de DA nos tecidos cerebrais analisados,
mas pode-se refletir parcialmente uma resposta compensatdria a mudangas significativas na
liberagcao de DA mesolimbica. Em analogia aos resultados obtidos por Orri e colaboradores
(2020) esses dados podem refletir um mecanismo mais complexo, provavelmente envolvendo
adaptagdes neuroplasticas a estimulagdo subcronica dos alvos envolvidos (ORRU et al.,
2020).

Nesta perspectiva, Bravo e colaboradores (2019) evidenciaram que o aumento
extracelular de NA e 5-HT contribui significativamente no controle ¢ diminui¢do da dor
cronica. De fato, a dor neuropatica ¢ comumente tratada com antidepressivos triciclicos e
inibidores seletivos da recaptagdo de 5-HT, e por gabapentindides quando os antidepressivos
sdo contraindicados (BRAVO et al., 2019). Apesar da importancia de se realizar as dosagens
de outros neurotransmissores envolvidos na sensibilizacdo central, devido as limitagdes na
execucdo deste estudo, ndo foi possivel dosar os niveis de 5-HT e NA nos tecidos de
interesse, comprometendo assim a confirmacdo da hipotese monoaminérgica desse projeto.
Dado que o sistema monoaminérgico estd intimamente associado a distirbios como depressao
e ansiedade, situacdes clinicas frequentemente associadas a dor cronica, o sistema
monoaminérgico torna-se alvo farmacoldgico promissor no tratamento das alteragdes
sensoriais € emocionais evidenciadas na dor cronica (BRAVO et al., 2019). Diante disso, os
dados obtidos na literatura em conjunto com os achados experimentais deste projeto,
reafirmam o efeito neuromodulador, antidepressivo, imunomodulador e antinociceptivo dos
agonistas dopaminérgicos, particularmente, dos receptores D3/D2.

Posteriormente, tornar-se-a interessante avaliar a influéncia da DA, e particularmente
dos receptores D3/D2, bem como de outras estruturas cerebrais, nas vias relacionadas ao
controle da dor durante desenvolvimento da FM, através de técnicas histologicas e
bioquimicas. Ainda, embora ja existam evidéncias clinicas utilizando ressonincia magnética
na FM que demonstram disfun¢des neurais, com alteracdes na ativagdo cerebral provocadas
pela dor experimental e alteragdes na conectividade do estado de repouso relacionadas a dor
cronica, ¢ necessario identificar quais dessas vias dopaminérgicas estdo relacionadas a FM
(ICHESCO et al., 2016). Outro ponto relevante seria avaliar a atividade da enzima superdxido
dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx) e catalase (CAT) na medula espinhal dos
animais. Yildirim e colaboradores (2017) observaram redu¢do dos niveis de catalase e
glutationa peroxidase em pacientes com FM, elucidando a rela¢do do estresse oxidativo com a

severidade da doenca. Por conseguinte, correlagdes significativas foram observadas entre os
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niveis plasmaticos e séricos de antioxidantes, dor e rigidez articular em pacientes
fibromialgicos, sugerindo que alguns sintomas presentes na FM podem estar associados ao

desequilibrio no estado redox (YILDIRIM et al., 2017).

6. CONCLUSAO

Em conjunto, os dados do presente estudo demonstram que o agonista preferencial da
DA (PPX) promoveu efeito antinociceptivo, antidepressivo e ansiolitico no modelo
experimental de FM induzido pela reserpina. Esses resultados apoiam fortemente o potencial
dos agonistas dopaminérgicos, bem como dos inibidores de recaptacdo de DA, 5-HT e NA no
tratamento da dor, depressao e ansiedade (principais sintomas associados a FM na pratica
clinica) promovendo o aumento significativo dos neurotransmissores monoaminérgicos
nesses pacientes. No entanto, estudos adicionais sdo necessarios para esclarecer sobre quais
células o efeito neuromodulador do PPX ocorre, assim como avaliar o efeito dos agonistas
dopaminérgicos nas diferentes vias de sinalizagdo relacionadas ao D3/D2R, tais como: 1)
inibi¢do da resposta mediada pelo receptor glutamatérgico NMDA e AMPA, ii) ativacdo dos
canais de potéssio sensiveis a voltagem; 1ii) modula¢do do influxo de calcio/producdo de
BDNF; iv) modulagdo da via PI3K/Akt/NF-«xB/ERK1/2, as quais estdo intimamente
relacionadas a sensibilizacdo central e periférica, bem como envolvidas nos transtornos de
humor.
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