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RESUMO

A Fibromialgia (FM) € uma doenca generalizada néo inflamatoria com dor de
carater crénico, cursando com ansiedade, distarbios do sono, sindrome do
intestino irritavel, alteracbes do humor, rigidez muscular, fadiga, e alteracdes
cognitivas. O Galato de Etila (GE) é um flavondide derivado do acido galico
encontrado em compostos como a uva, o vinho tinto e castanhas between,
varios estudos tem demonstram que o GE apresenta forte agdo antioxidante,
antiinflamatodria, antitumoral e antimutagénica. As terapias farmacologicas para
o tratamento da FM apresentam eficacia clinica limitada, além de estarem
associadas a diversos efeitos adversos ao organismo e possuirem elevado
custo. Por esta razdo, a busca por novas terapias anti-inflamatérias e
antioxidantes torna-se de fundamental importdncia para o controle de
patologias multifatoriais. Assim, a principal motivacdo desse estudo sera
investigar os efeitos antinociceptivos do GE, no modelo experimental da FM
induzido por salina acida (pH=4,0), através da avaliacdo da hipersensibilidade
mecanica, térmica (ao frio e ao calor) e a dor espontanea ap6s a inducéo da
FM experimental em camundongos. A administracdo sistémica de GE foi
capaz de reduzir a hiperalgesia mecéanica nos dias 7,9,11,13 e 15 bem como a
dor na escala expresséao facial de dor no dia 15. Por outro lado é notavel que
ndo foi capaz de produzir a dor térmica ao frio e térmica ao calor de forma
significativa. Os resultados apresentados apontam que o GE possui efeito

antinociceptivo sobre o modelo experimental de fibromialgia.

Palavras chaves: fibromialgia; dor crbnica generalizada n&o inflamatoria;

galato de etila.



ABSTRACT

Fibromyalgia (FM) is a generalized non-infammatory disease with chronic
disease, attending anxiety, sleep disorders, irritable bowel syndrome, mood
changes, muscle stiffness, fatigue and cognitive changes. The Ethyl Gallate
(GE) is a flavonoid derived from gallic acid, found in compound such as grape,
red wine and chestnut among, several studies that demonstrate what GE
presents, anti-oxidant, anti-inflammatory, antitumor and antimutagenic action .
As pharmacological therapies for the treatment of FM, limited exercise, in
addition to being effective, is adverse to its growth. For this reason, a search for
new anti-inflammatory and antioxidant therapies becomes essential for the
control of multifactorial pathologies. Thus, a pilot trial will be investigated on the
antinociceptive effects of GE in the experimental model of MS by acidic saline
(pH = 4.0), through the evaluation of mechanical, thermal and heat
hypersensitivity after induction of experimental FM in mice . The systemic
administration of GE was able to reduce function on days 7, 9, 11, 13 and 15 as
a pain in the facial expression scale of day 15. On the other hand, it was not
able to produce thermal under cold and thermal under heat significantly. The
results presented that have GE have an antinociceptive effect on the

experimental model of fiboromyalgia.

Key words: fioromyalgia; generalized noncritical chronic pain; ethyl gallate.
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1. INTRODUCAO

A Fibromialgia (FM) € uma sindrome clinica caracterizada por dor
muscular crénica difusa, sem evidéncia de processo inflamatorio e hiperalgesia
a palpagdo da musculatura (TALOTTA, 2017). Entre vérias propostas para
explicar a fisiopatologia da FM, a mais aceita € o aumento da excitabilidade dos
neurotransmissores facilitadores da dor, os quais induzem uma sensibilizacédo
do sistema nervoso central (SNC), fendmeno complexo, o qual também ocorre
em diversas sindromes dolorosas cronicas (CLAUW, 2007, LITTLEJOHN, 20
15).

M. levator
scapulae

M. semispinalis
cervicis

M. supra-
spinatus

M. iliocostalis
lumborum

M. infra-
spinatus
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Figura 1. Pontos anatémicos sensiveis a pressao (fonte: CFS, Australia, 2010).
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Essas caracteristicas foram descritas previamente na literatura, no
entanto, segundo a classificagdo do American College of Rheumatology (ACR),
a FM deve ser diagnosticada através de trés métodos diferentes: 1) Medical
Scientific Societies in Germany — AWMF (dor crénica difusa definida como dor
axial e dor nas quatro extremidades e/ou informacao de distlrbios do sono e
fadiga, e/ou sensacdo de edema ou rigidez nas méaos ou pés ou face nos
ultimos trés meses, com um escore de Z1/10 em uma escala numérica
coletada através de questionario); 2) Survey (Regional Pain Score — RPS Z8/19
e Fatigue Escore Z6/10 em uma escala visual analdgica, na Ultima semana); e
3) American College of Rheumatology (ACR 1990) — dor cronica difusa ou
sensibilidade a presséo em 11 das 18 &reas pré-determinadas no corpo (Figura
1) (HEYMANN et al, 2017).

Entretanto, um dos maiores problemas enfrentado pelos médicos para
diagnosticar a FM consiste no fato dos pacientes ndo apresentares alteracoes
em exames laboratoriais ou radiolégicos que confirmem ou excluam a doenca,
sendo assim seu diagnostico essencialmente clinico, gerando assim muitas
discussoes na literatura (CLAUW, 2018).

1.1 EPIDEMIOLOGIA

Os dados epidemioldgicos para a determinacdo da prevaléncia de FM
sdo conflitantes e escassos, isso se deve as diferencas regionais, as
sintomatologias e aos critérios diagnosticos (WOLFE, et al 2013). A FM é uma
sindrome comum, que ocorre em todas as populagbes do mundo, com
frequéncia mundial de 2 a 5%. Acomete, preferencialmente, mulheres em uma
proporcao de 7:1 (WOLFE, et al 2011 ; JONES, et al 2015).

A incidéncia de casos de FM foi de 6,88 casos por 1.000 pessoas para
homens e 11,28 casos por 1.000 pessoas para mulheres. A prevaléncia de
pessoas diagnosticadas com FM € de 2-4% relatada em estudos de

epidemiologia populacionais (QUEIROZ, 2013).

No Brasil, o estudo populacional indicou prevaléncia de 2,5% de
individuos diagnosticados com FM, com grande proporcdo de mulheres nesta

populacdo (12: 1) (SENNA, et al 2004), sendo destes, a maioria de meia idade
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(40-60 anos). Comumente, a prevaléncia de individuos acometidos com FM

aumenta proporcionalmente com o envelhecimento (HAUSER, 2015).
1.2 ETIOLOGIA

Atualmente sdo muitas as lacunas existentes acerca da etiologia,
patogénese e fatores progressivos relacionados a FM. Parte desta questdo
relaciona-se aos critérios diagnoésticos que sao essencialmente clinicos e por
se tratar de uma sindrome multifatorial (CLAUW, 2009; BRADLEY, 2009).

Ao longo da década de 80 e meados da década de 90, diferentes grupos
de pesquisadores buscavam teorias que pudessem explicar as possiveis
origens da FM, associado ao fato de que se acreditava que seu inicio fosse
gerado por danos ao tecido muscular. Neste contexto Simms (1998) realizou
estudo com biopsias musculares, analise histoldgica e investigacdo metabdlica
e concluiu que ndo ha alteracbes e correlacdo entre individuos controles e
pacientes fibromialgicos, descartando assim a hipotese de que a dor poderia

ser proveniente das alteragdes musculares.

Ainda, Russell e seus colaboradores (1994) realizaram analise dos
niveis de substdncia P (SP) — neurotransmissor excitatorio — no fluido
cerebroespinal de pacientes com FM e demonstrou aumento dos niveis de SP
guando comparado ao grupo controle, estando relacionado ao surgimento da

sintomatologia dolorosa.

Assim, a proposta mais aceita para explicar a fisiopatologia da FM ¢é a
sensibilizacdo do SNC aos estimulos nociceptivos, que pode ser dividida em
trés etapas: i) aumento dos impulsos nociceptivos periféricos aferentes ao
SNC, ii) modulacédo alterada da dor no encéfalo e iii) diminuicdo da acédo dos
sistemas antinociceptivos descendentes (SCHNEIDER; BRADY 2001).

Mease e seus colaboradores (2005) realizaram revisdo da literatura, a
qgual demonstrou reducdo de aminas biogénicas tais como serotonina (5-HT) e
noradrenalina (NA), aumento de neurotransmissores excitatorio (substancia P)
e desregulacédo do eixo hipotadlamo-pituitaria-adrenal (HPA) em pacientes com
FM. A 5-HT exerce papel na regulacdo do sono e sua alteracdo sistémica esta

associada a depressédo e ansiedade, sintomas frequentes nesses pacientes.
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A desregulacao do eixo HPA, é evidenciada por niveis basais elevados
de hormonios adrenocorticotroficos (ACTH) e horménios foliculos estimulantes
(FSH) associado a diminuicdo de fator de crescimento insulinico (IGF-1), de
hormbénio de crescimento (GH), estrogeno, cortisol urinario, dentre outros
(MEASE, 2005). Todas estas alteracdes enddcrinas podem, por sua vez, estar
relacionadas a diminuicdo de 5-HT que sabidamente influencia a secrecéo
hormonal, e ndo a alteracdo primaria da hip6fise ou glandulas endécrinas
periféricas (NEECK; CROFFORD 2000; MEASE, 2005).

sensorial

e |

Modificagdo pelo meio
ambiente

Conjunto genético
para dor e processos

\ '

Alteragdo do eixo HPA

Desequilibrio de
e fungdo autondmica

Estressores, trauma e infecgdo Neurotransmissor

Respostascogm.tnfase e® o i

comportamentais a dor o ©
Comorbidades psicolégicas © 0o© o
| 1\ Glutamato, Glandula
Fatores periféricos contribuintes: Substancia P Pituitaria
Entrada nociceptiva periférica em e NGF
ol B 0o ® Glandula
e (o] Adrenal

\l’ Serotonina,

Noroadrenalina
e GABA

Figura 2: Potenciais processos fisiopatologicos da FM. (Fonte: Adaptado pela autora apartir de
Hauser, 2015).

Hauser e seus cobaloradores (2015) em uma revisdo da literatura
mostraram que a sensibilizacdo do sistema nervoso central (SNC) tem sido
sugerida como uma das principais alteracdes fisiopatoldgicas subjacentes a
fiboromialgia. O conjunto genético para regulacdo sensorial (incluindo a dor)
pode ser modificada por fatores psicoldgicos, tais como ansiedade, depressédo
e catastrofizacdo e estresse biopsicossocial (por exemplo, trauma,
adversidades na infancia, grandes eventos de vida ou infeccdes).Fatores
periféricos, como a entrada nociceptiva continua produzida por co-morbidades,
também podem afetar a patogénese. No SNC, varias alteracbes podem ser

observadas, incluindo desequilibrios de neurotransmissores, conectividade
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funcional alterada e alteracdes no eixo hipotalamo-hipoéfise-adrenal (HPA), que
influenciam o sistema autonémico. Setas vermelhas representam estressores.

GABA, acido y-aminobutirico; NGF, fator de crescimento nervoso (Figura 2).
1.3 MANIFESTACOES CLINICAS

A FM cursa com diferentes manifestacdes sistémicas (Figura 3), sendo a
principal delas a dor muscular generalizada em pontos anatomicamente pré-
determinados, os chamados tender points (TP). Os TP sao parte essencial para
o diagnéstico clinico dos pacientes com FM (KESKINDAG; KARAAZIZ, 2017;
CLAUW, 2015).

Sabe-se que 80% dos pacientes com essa condicdo apresentam fadiga
e distarbios do sono. A fadiga é mais intensa pela manha, costuma ser
exacerbada por minimo esfor¢o fisico e pode-se tornar incapacitante. Ainda é
descrito na literatura uma possivel relacdo das alterac6es neuronais com 0s
eixos endocrinos no desenvolvimento da fadiga (JAY; BARKIN, 2015). Os
disturbios do sono caracterizam-se pela dificuldade de atingir o sono REM,

considerado o sono restaurador (CHOY, 2015).
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Figura 3 — Sintomas da Fibromialgia (llustracdo adaptada pela autora a partir de Top 10 Home
Remedies, 2017).
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Outros sintomas presentes no pacientes com FM sao a rigidez muscular
e articular; sensacdo de edema nas maos; fenébmeno de Raynaud; xerostomia
(deficiéncia de salivacéo); sindrome do colon irritavel; tonturas; sindrome das
pernas inquietas; precordialgia atipica e taquicardia, as quais acometem de
20% a 70% dos pacientes fibromialgicos (CLAUW, 2015; HEYMANN et al,
2017). A disfuncdo témporo-mandibular atinge uma proporcdo de 75% dos
pacientes, enquanto a cefaléia uma proporcdo de 76% dos pacientes.
Alteragbes do humor sdo observadas em até 70% dos individuos e a
depressao ocorre em 30% do casos (HEYMANN et al, 2017).

1.4 MODELOS EXPERIMENTAL DE FM

Os modelos animais foram desenvolvidos para proporcionar uma melhor
compreensado da neurobiologia da dor crénica generalizada, relacionado a FM.
A fim de mimetizar esses sinais e sintomas é descrito na literatura modelos de
lesédo nervosa, carga de estresse como nado forcado e injecdes como
carregenina, reserpina ou salina acida. Entretanto, o modelo mais comumente
aceito na literatura € caracterizado por danos repetidos o masculo (TAGUCHI
et al., 2015; QUINTAS-JUNIOR, 2015).

Sluka e seus colaboradores (2001) desenvolveram o0 modelo
experimental de FM, através da administracdo de duas injecbes
intramusculares (i.m) de solugdo salina acida (Figura 4), o qual produz aumento
na excitabilidade do SNC e na liberacdo de glutamato na medula espinhal e no
tronco cerebral. Consequentemente, esses aumentos induzem a hiperalgesia
mecanica difusa duradoura sem disturbios motores ou danos significativos nos
tecidos. A hiperalgesia produzida neste modelo depende do pH e do tempo
(dias) entre a administracdo da solugcdo acida. Comumente, a resposta algica
persiste por quatro semanas nos roedores (DE SANTANA et al, 2013; Oliveira
et al 2012).

1.5. TERAPIAS FARMACOLOGICAS NO TRATAMENTO DA FM:

O tratamento farmacolégico da FM objetiva o alivio dos sintomas

associados a doenca, muito embora ndo apresente capacidade de tratar a
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fisiopatologia da FM (SAWADDIRUK et al., 2017; CLAUW,2009). Ainda, por se
tratar de uma sindrome multifatorial e com manifesta¢des sistémicas algumas

classes de medicamentos utilizadas para controlar os sintomas incluem:
a) Antidepressivos triciclicos:

Os antidepressivos triciclicos foram os primeiros farmacos utilizados no
controle da FM, especialmente o cloridrato de amitriptilina, através do bloqueio
da recaptacdo de 5-HT e NA, aumentando a disponibilidade desses
neurotransmissores na fenda sinaptica, gerando assim, reducéo da sinalizacao
dolorosa (JAY; BARKIN, 2015; CLAUW, 2014).

b) Inibidores seletivos de recaptacéo de 5-HT (ISRSs):

Os agentes seletivos para recaptacao de 5-HT, apesar de nao reduzirem
as respostas algicas nos pacientes com FM, auxiliam no controle dos sintomas
emocionais e disturbios do sono. Comumente, 0s ISRSs exercem suas acdes
inibindo de forma relativamente seletiva a captacdo de 5-HTe promovendo
inibicdo no transportador dependente de Na* e K' adenosina trifosfatase
(ATPase) na fenda pré-sinaptica e consequentemente,aumentando a
disponibilidade do neurotransmissor na regido somatodendritica (ABLIN;
HAUSER, 2016; NAGAKURA, 2015).

c) Inibidores de recaptacédo 5-HT e NA (ISRSNSs)

Na busca por maior eficacia clinica e reducdo dos efeitos colaterais,
outros estudos tém focado no uso dos inibidores seletivos da recaptacéo de 5-
HT e NA, como alternativa terapéutica no tratamento da FM (JAY; BARKIN,
2015; SMITH; BARKIN, 2010).

d) Outras classes de farmacos:

Farmacos opidides, como tramadol demonstrou eficacia clinica em
paciente da FM, sendo indicado especialmente no inicio do tratamento, antes
da insercdo dos farmacos antidepressivos — 0s quais apresentam eficacia
clinica percebida tardia. Ainda os relaxantes musculares, anticonvulsivantes,
sedativos e indutores do sono sdo usados para promover controle dos
sintomas e melhorar a qualidade de vida de pacientes com FM (SAWADDIRUK
etal., 2017; JAY; BARKIN, 2015).
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1.6 GALATO DE ETILA

O galato de etila (GE) é um composto fendlico derivado do acido galico
encontrado naturalmente em grande numero de espécies, entre as quais se
destacam: Phyllanthus urinaria, Pistacia integerrima, Alchornea trewioide e
Hamamelis virginiana. Além disso, o GE (Figura 4) pode ser encontrado em
concentracbes em produtos naturais como a uva vermelha, o vinho tinto e
castanha between (CLIFFORD et al., 1996; COELHO, 2014).

Murase e seus colaboradores (1999) demonstraram que alguns ésteres
do &cido galico, em especial o GE foram capazes de suprimir a expressao de
moléculas de adesédo (VCAM-1, ICAM-1, e selectina E) induzidas pela IL-1a e
pelo TNF-a em culturas de células endoteliais obtidas de corddo umbilical
humano. Além disso, os autores demonstraram que o GE foi capaz de inibir a
translocacao do fator nuclear kappa B induzido pelas citocinas, levando assim
a diminuicdo da expressdo de moléculas de adeséo e, consequentemente, a
reducdo da adesédo leucdcitaria. (SANTOS, 2000; MURASE et al, 1999).

Corroborando com os estudos anteriores (CECHINEL FILHO, et al,1996;
COELHO, 2014, SANTOS, et al, 1999), demonstram que o GE inibiu a
hiperalgesia induzida pela injecdo de bradicinina e substancia P em ratos,
corroborando assim com os estudos anteriores, 0s quais demonstraram o efeito
analgésico do GE no modelo de dor apds a administracdo de acido acético em

camundongos

Figura 4. Estrutura molecular do galato de etila (Fonte: Pubchem, 2018).

Nesses mesmos estudos, os autores propdem que os efeitos
antinociceptivos do GE envolvem a ativacdo de canais de potassio operados
por baixa e alta condutancia de célcio, canais de potassio sensiveis ao ATP e
ativacao da proteina Gi (SANTOS et al., 1999). Assim, os dados descritos até o
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momento na literatura indicam que o GE possui importante efeito farmacoldgico
e a sua eficacia est4 associada a modulacdo dos canais de potassio, a qual
poderia explicar em parte, 0 seu mecanismo analgésico nos modelos
experimentais de hiperalgesia (CECHINEL FILHO et al., 1996; SANTOS et al.,
1999).

2. JUSTIFICATIVA

A FM é uma doenca altamente incapacitante que afeta a qualidade de
vida dos individuos induzindo prejuizos pessoais, sociais e econdmicos. Dessa
forma faz-se necesséario a busca por novas terapias, jA que os farmacos
atualmente disponiveis ndo sao eficazes para inibir a progressdo da doenca,
além de induzirem importantes efeitos adversos ao organismo e possuirem
elevado custo aos sistemas de saude. Ainda, até o presente momento, nao
existem dados na literatura que demonstraram o efeito antinoceptivo do GE em
modelos animais de dor cronica, tal como a FM. Assim, o objetivo principal
desse estudo serd caracterizar o efeito antinociceptivo do GE no modelo
experimental de FM apds a administracao repetida de salina acida (pH=4) no

musculo gastrocnémio dos camundongos.

3. OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito antinociceptivo do galato de etila no modelo

experimental de FM em camundongos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
1) Caracterizar o efeito do GE durante o desenvolvimento da FM;

2) Avaliar o efeito nociceptivo do GE no controle da dor gerada pelo modelo

experimental de FM.

3) Avaliar a participacéo de diferentes vias de sinalizacdo celular periféricas
e centrais — opibdides, adenosinérgicas, cininérgicas e quinases — no

efeito induzido pelo GE durante o modelo experimental de FM.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. ANIMAIS E INDUCAO DA FM

Os protocolos experimentais (Figura 5) foram realizados em
camundongos fémeas da linhagem Swiss (25-309), obtidos do Biotério Central
da Universidade Federal de Santa Catarina e mantidos no Biotério Setorial do
Centro de Ciéncias, Tecnologias e Saude — Campus Ararangua — UFSC. Os
camundongos serdo mantidos no biotério setorial em gaiolas sobre temperatura
controlada (22 + 2°C), umidade (50-70%), ciclo de 12 horas claro-escuro, com
livre acesso a 4gua e racdo. Para o referido protocolo sera utilizado 24 animais
subdividido em quatros grupos, sendo eles: naive, controle positivo, tratamento
preventivo e tratamento terapéutico. Os procedimentos utilizados neste estudo
encontram-se aprovados pelo Comité de Etica de Experimentacdo Animal da
UFSC (CEUA n° 2572210218).
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duradoura
difusa

Figura 5 — Protocolo de inducdo da CWP. (Fonte: Elaborada pela autora a partir de Sluka,
2001)

A FM foi induzida através do modelo de dor crbnica generalizada néo
inflamatoéria (CWP), através da administracdo de salina acida no musculo
gastrocnémio. O protocolo consiste na aplicacdo de duas inje¢des de solucéo

salina acida (pH = 4,0 em 100 pl de solucéo, i.m), aplicadas no dia zero e no
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dia cinco, respectivamente, no musculo gastrocnémio. Para execucdo do
referido protocolo, os animais serdo anestesiados com barbitarico + anestésico
local (pentobarbital 50 mg/kg + lidocaina 10 mg/ml, i.p.) e posteriormente sera
realizada a tricotomia na regido do musculo gastrocnémio direito para a injecao
da solucéo salina &cida, conforme previamente demonstrado por Sluka e seus

colaboradores, 2001.

4.2. PROTOCOLO DE TRATAMENTO

MIND THE
GRAPH om
GRUPOS I TESTES APLICADOS E DIAS AVALIADOS I
Naive [ '
n=6 —J'r . _J :
CWP L. L %9 -
Von Frey Tail Flick
n=6 i Cold Test
' CWP + GE| | |
(0-15) n=6 Open Field Grimace Scale
'CWP +GE | AT EE]

(7-15) n=6 s S

"‘J"!

Posigio #as visrigas

Figura 6. Protocolo experimental. (Fonte: Autora, 2018)

A fim de avaliar o efeito do GE no modelo experimental de FM, os
animais foram divididos em quatro grupos, sendo eles: naive, controle positivo,
tratamento terapéutico e tratamento preventivo. Os dias atribuidos a inducao,
tratamento e avaliacdo da hiperalgesia, bem como da atividade locomotora
encontram-se descritos na Figura 6. A escolha das doses para cada droga foi
baseada em experimentos pilotos ou em trabalhos prévios (Coelho, 2014). Os
camundongos receberdo duas injecdes de salina acida intramuscular — e o
tratamento sera realizado com GE (100 mg/kg, v.0 — gavage). Os animais
serdo tratados uma vez ao dia, durante os 15 dias ap0s a inducéo (tratamento
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preventivo) e apos o0 surgimento dos sintomas (dia 5 — 15; tratamento

terapéutico) e serdo avaliados nos dias 7, 9, 11, 13 e 15 pos-salina acida.

4.3. AVALIACAO DA HIPERALGESIA
4.3.1. HIPERSENSIBILIDADE MECANICA

A hiperalgesia mecéanica foi avaliada conforme descrito anteriormente
(BORTALANZA et al., 2002). Os animais foram aclimatados em caixas acrilicas
individuais (9x9x8 cm) em plataforma elevada de assoalho aramado (Figura
4A), permitindo acesso a superficie ventral das patas. A resposta ao estimulo
mecanico sera efetuada da seguinte maneira: filamento de Von Frey com carga
de 0,6 g sera aplicado perpendicularmente na superficie ventral da pata
posterior direita dos animais (regido proximal aos dedos, conforme ilustra a
Figura 7), sendo mantido por 3 segundos e a aplicacéo sera repetida 10 vezes,
com intervalo de 1 minuto entre elas. A presséo aplicada devera ser suficiente
para promover a curvatura do filamento utilizado. A resposta sera considerada
positiva quando, apO6s o estimulo com o filamento, o animal retirar
completamente a pata da grade metélica. O resultado sera expresso como a
porcentagem de retirada da pata frente ao estimulo mecéanico. As avaliacbes

ocorreramno dia 0, 7,9, 11, 13 e 15.

MIND THE
GRAPH

Figura 7. Teste de hiperalgesia mecéanica (Von Frey). Fonte: Elaborada pela autora a partir de
Bortalanza et al, 2002.
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4.3.2. HIPERSENSIBILIDADE TERMICA AO FRIO

A hiperalgesia ao frio é avaliada conforme o método descrito
previamente (FLATTERS; BENNETT, 2004), com pequenas modificacdes. Os
animais foram aclimatados em caixas acrilicas individuais (9x9x8 cm) em
plataforma elevada de assoalho aramado (Figura 8), permitindo acesso a
superficie ventral das patas, e 20 uL de acetona sera sutilmente instilado na
superficie ventral da pata posterior direita. A resposta comportamental sera
avaliada durante 30 s e registrada em escores: 0 — nenhuma resposta; 1 —
rapida retirada ou movimento brusco da pata; 2 — retirada prolongada ou
agitacdo repetida da pata; 3 — agitacao repetida seguida de lambida da pata. A
aplicac@o de acetona sera repetida trés vezes, em intervalos de cinco minutos,
e a soma dos escores serdo utilizadas para as analises estatisticas. As

avaliacdes ocorreramno dia 0, 7, 9, 11, 13 e 15.

MIND THE
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Figura 8. Teste de hiperalgesia térmica ao frio (Cold Test). Fonte: Elaborada pela autora a
partir de Flatters; Bennett, 2004.

4.3.3 HIPERSENSIBILIDADE TERMICA AO CALOR

A avaliacdo da hiperalgesia térmica ao calor foi realizada pelo teste de
tail-flick ou retirada da cauda descrito por Hardy (1953), com algumas
adaptacdes. Os animais tem as pontas das caudas imersas em agua aquecida
a 50 °C e serd cronometrado o tempo de laténcia do animal para retirar a
cauda apos a aplicacdo do estimulo térmico. O tempo de 10 s sera

determinado como cut-off, a fim de evitar possiveis lesdes nas caudas dos
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animais. Serdo realizadas trés medidas do tempo de resposta, as quais foram
registradas em intervalos de 5 minutos. As avaliacbes ocorreram no dia 7, 9,
11,13 e 15.

4.3.4. ESCALA DE GRIMACE

A avaliacdo de dor espontanea foi realizada através do Grimace scale,
conforme descrito por Langford e colaboradores 2010, com algumas
adaptacOes. A escala avalia subjetivamente a intensidade da dor, através das
expressOes faciais dos animais. Resumidamente, os camundongos serao
mantidos dentro de recipiente acrilico (9 x 5 x 5 cm) e permanecerdo por 45
minutos até que estejam ambientados. Em seguida sera registrada uma foto de
perfil e de frente, com posterior avaliacdo dos seguintes parametros (Figura 9):
estreitamento dos olhos, arqueamento do nariz, arqueamento das bochechas,
posicdo das orelhas e posicdo das vibrissas. Os parametros acima citados
serdo avaliados a partir do escore: 0 (ausente), 1 (dor moderada) e 2 (dor
severa), e o resultado final se dara através da soma de todos os parametros.

As avaliagbes ocorreram no dia 15

Ausente Moderada Severa

Posigdo das vibrigas
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Protuberancia dabuchecha

Figura 9 — Escala de avaliagdo da dor espontanea (Grimace Scale). Fonte: LANFORD, 2010.

4.4. AVALIACAO DA ATIVIDADE LOCOMOTORA
4.4.1 TESTE DE CAMPO ABERTO

Esse teste permite avaliar os efeitos da substancia teste na atividade
exploratdria dos roedores e avaliagdo do comportamento motor dos animais. A
locomocdo dos animais foi avaliada conforme descrito previamente
(RODRIGUES et al., 1996). O teste é realizado em caixa de madeira medindo
40 x 60 x 50 cm, na qual a base € dividida em 12 quadrados iguais. Assim, 0
numero de quadrados cruzados com as quatro patas sera contado em uma
sessdao que tera a duracao de 6 minutos, assim como o0 numero de elevacdes

verticais (Figura 10). As avaliagbes ocorreram no dia 15.

) ,
2

Figura 10 — Teste do campo aberto demonstrando o nimero de cruzamentos realizados pelos

animais. Fonte: Adaptada pela autora a partir de COLLA, 2015.
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5. METODO DE EUTANASIA

Ap6s as analises macroscopicas, o desfecho serd a eutanasia com
superdosagem de barbitdrico + anestésico local (pentobarbital 250 mg/kg +
lidocaina 10 mg/ml, i.p.), conforme Resolugdo Normativa n® 13, de 20 de setembro
de 2013 - Diretrizes da prética de eutanasia do Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo animal — CONCEA, 2013. Posteriormente, foram coletadas
amostras de tecido do musculo gastrocnémio (ambos aproximadamente 1 cm?
de tecido) e medula espinhal (todas as por¢gbes — cervical a sacral),
posteriormente serdo armazenada em freezer -20°C até a analise bioquimicas ou

homogeneizadas em tampao adequado, de acordo com as metodologias abaixo.

6. ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram expressos como média +/- erro padrdo da média (EPM). A
avaliacdo estatistica dos resultados sera realizada através da analise de variancia
(ANOVA) de uma ou duas vias, adequadas ao protocolo experimental.
Posteriormente, 0s grupos serdo comparados entre si empregando-se o teste post
hoc de Student ou Newman-Keuls. Valores de P menores a 0,05 (p<0,05) serdo
considerados estatisticamente significantes. As andlises estatisticas seréo
realizadas usando o software Graphpad Prism 6 (GraphPad Software Inc., San
Diego, EUA)

7. RESULTADOS

O principal objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito
antinociceptivo do GE aplicados por via oral antes e apos o 7° dia pos indugao
da fibromialgia (CWP). O referido estudo foi realizado com 28 camundongos da
linhagem Swiss, machos, com idade de aproximadamente 90 dias e massa
corporal de 43 gramas em média, as quais foram divididos de forma
randomizada conforme segue: 1) Naive (n=6); CWP: (n=6); CWP + GE
(100mg/kg. v.o 0-15 dias) n=6 ; CWP + GE (100mg/kg. v.o 7-15 dias) n=6. Os
animais foram submetidos a testes antinociceptivos sendo eles: Von Frey, Cold
Test, Tail Flick e Grimace Scale. Também foram submetidos a teste de

avaliacao da atividade locomotora: Open Field.
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7.1 EFEITOS DA ADMINISTRACAO SISTEMICA DO GALATO DE ETILA NA
HIPERSALGESIA MECANICA APOS INDUCAO DO MODELO DE
EXPERIMENTAL DE FIBROMIALGIA

A fim de avaliar o efeito antinociceptivo do GE no modelo da CWP, foi
utilizado dois protocolos diferentes: 1) a fase de inducéo da doenca (tratamento
preventivo) e 2) durante a fase crénica da CWP (tratamento terapéutico, no
qgual foi avaliado o efeito do GE, apds o surgimento dos sintomas tipicos da
CWP). Interessantemente, o resultado apresentado na Figura 11 mostra que no
momento da inducdo (basal) e um dia ap6s a inducdo os animais nado
apresentam aumento na frequéncia de resposta uma vez que 0S sinais
caracteristicos do modelo ainda néo teriam se manifestados, ja no dia 7 pode-
se observar que houve um aumento na freqiéncia de resposta (p<0,01) dos
animais do grupo fibromialgia quando comparado ao controle. Nos dias 7°, 9°,
11°, 13° e 15° observam-se que tanto o tratamento preventivo quando o
terapéutico com GE (100 mg/kg, v.0) foi capaz de inibir significativamente
(p<0,001) a frequéncia de resposta a hiperalgesia mecanica induzida pela FM
entre a 13-42 hora ap6s administracao. (Figura 11).
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Figura 11: Efeitos antinociceptivos da aplicacéo sistemica do galato de etila (GE) sobre a
hiperalgesia mecéanica no modelo experimental de fibromialgia. A hipersensibilidade
mecanica foi avaliada antes (basal, B) e no 1° (D1), 7, 9, 11, 13 e 15 (de 1 a 4 horas) dia apés
o inicio da dor generalizada crbénica (solugdo salina acida, pH = 4,0, 20 pyl no musculo
gastrocnémio direito). Os camundongos foram divididos aleatoriamente em quatro grupos: (1)
Naive, (2) Dor difusa ndo inflamatéria crénica (CWP), (3) CWP + GE (100 mg / kg, v.0, do dia O
ao dia 15) e (4) CWP + GE (100 mg / kg, v.0, do dia 7 ao 15). Os dados sdo apresentados
como média £+ EPM de seis camundongos / grupo, onde ## p <0,01 quando comparado ao

grupo naive. ** p <0,001 quando comparado com o grupo CWP (one-way ANOVA seguido pelo
teste de Bonferroni).
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7.2 EFEITOS DA ADMINISTRACAO SISTEMICA DO GALATO DE ETILA NA
HIPERSALGESIA TERMICA AO FRIO APOS INDUCAO DO MODELO DE
EXPERIMENTAL DE FIBROMIALGIA

No teste de hiperalgesia térmica ao frio, pode se observar uma diferenca
significativa (p <0,01) entre o grupo controle e o grupo fibromialgia. Quando
comparado o grupo fibromialgia aos grupos tratados observa-se uma diferenca
significativa (p <0,001) no dia 7, essa diferenca foi observada na medida basal
e uma hora apos a administracdo da droga. No dia 9 houve diferenca
significativa (p<0,05) entre o grupo fibromialgia e grupo tratado com GE apenas
na quarta hora apds administracdo. No dia 11 n&o foi observado diferenca
estatisticas. No dia 13 pode-se analisar essa diferenca significativa (p<0,001)
na segunda hora ap6s a administracdo. E no dia 15 por sua vez a diferenca

estatistica (p<0,05) foi observada na terceira hora. (Figura 12)
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Figur

a 12: Efeitos antinociceptivos da aplicacdo sistemica do galato de etila (GE) sobre a
hiperalgesia térmica ao frio no modelo experimental de fibromialgia. A hipersensibilidade
térmica ao frio foi avaliada antes (basal, B) e no 1° (D1), 7, 9, 11, 13 e 15 (de 1 a 4 horas) dia
apos o inicio da dor crbnica generalizada (solugao salina acida, pH = 4,0, 20 yl no musculo
gastrocnémio direito). Os camundongos foram divididos aleatoriamente em quatro grupos: (1)
Naive, (2) Dor difusa nao inflamatéria crénica (CWP), (3) CWP + GE (100 mg / kg, v.o, do dia O
ao dia 15) e (4) CWP + GE (100 mg / kg, v.o, do dia 7 ao 15). Os dados sdo apresentados
como média + EPM de seis camundongos / grupo, onde ## p <0,01 quando comparado ao
grupo ingénuo. * p <0,05 e ** p <0,001 quando comparado com o grupo CWP (one-way
ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni).
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7.3 EFEITOS DA ADMINISTRACAO SISTEMICA DO GALATO DE ETILA NA
HIPERSALGESIA TERMICA AO CALOR APOS INDUCAO DO MODELO DE
EXPERIMENTAL DE FIBROMIALGIA

A figura 13 apresenta os resultados do teste de hiperalgesia térmica ao
calor (Tail Flick) é notavel tanto o tratamento preventivo como o terapéutico
apresenta uma tendéncia de aumentar o tempo de permanéncia do animal com
a calda imersa em &gua aquecida, porém esse aumento nao foi
estatisticamente significativa. Apenas no dia 15 houve diferenca significativa

(p<0,05) quando comparado o grupo fibromialgia com ambos os tratamentos.
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Figura 13: Efeitos antinociceptivos da aplicacéo sistemica do galato de etila (GE) sobre a
hiperalgesia térmica ao calor no modelo experimental de fibromialgia. A
hipersensibilidade térmica ao calor foi avaliada antes (baseline, 0) e no 1° (D1), 7, 9, 11, 13 e
15 (de 1 a 4 horas) dia apés o inicio da dor cronica generalizada (solugdo salina acida, pH =
4,0, 20 pl no musculo gastrocnémio direito). Os camundongos foram divididos aleatoriamente
em quatro grupos: (1) Naive, (2) Dor difusa ndo inflamatéria cronica (CWP), (3) CWP + GE
(100 mg / kg, v.0, do dia 0 ao dia 15) e (4) CWP + GE (100 mg / kg, v.0, do dia 7 ao 15). Os
dados sdo apresentados como média + EPM de seis camundongos / grupo, onde ## p <0,01
quando comparado ao grupo naive. * p <0,05 e ** p <0,001 quando comparado com 0 grupo
CWP (one-way ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni).

7.4 EFEITOS DA ADMINISTRACAO SISTEMICA DO GALATO DE ETILA NA
ESCALA DE EXPRESSAO FACIAL APOS INDUCAO DO MODELO DE
EXPERIMENTAL DE FIBROMIALGIA
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Na figura 14 pode-se observar que no dia 15 os animais que
apresentavam fibromialgia se comparado os controles possuiam uma diferenca
estatistica (p>0,01) na escala de expresséo facial de dor. Nota-se ainda que o
GE foi capaz de reduz de forma significativa (p>0,001) a dor induzida pelo
modelo de FM.
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Figura 14: Efeitos antinociceptivos da aplicacéo sistemica do galato de etila (GE) sobre a
escala de expressdo facial no modelo experimental de fibromialgia. As imagens
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representativas de unidades de acao analisadas como parte da escala de expressao facial de
camundongos (MGS) - 0 a 2 (aperto orbital, protuberéncia no nariz, mudanca de bigode,
posicdo da orelha e protuberancia da bochecha). Média dos escores de diferenca de MGS
calculada a partir de: (1) Naive, (2) Dor generalizada nao inflamatéria crénica (CWP), (3) CWP
+ GE (100 mg / kg, po, do dia 0 ao dia 15) e (4) CWP + GE (100 mg / kg, po, do dia 7 ao 15).
Aumentos significativos nos escores de MGS foram observados nos dias 15 apés o modelo de
fiboromialgia do mouse. Os dados séo apresentados como média + EPM de seis camundongos /
grupo, onde ## p <0,01 quando comparado ao grupo ingénuo. * p <0,05 e ** p <0,001 quando
comparado com o grupo CWP (one-way ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni).

7.5 EFEITOS DA ADMINISTRACAO SISTEMICA DO GALATO DE ETILA NA

ATIVIDADE LOCOMOTORA APOS INDUCAO DO MODELO DE
EXPERIMENTAL DE FIBROMIALGIA

O GE administrado por via oral, n&o interferiu no desempenho locomotor
dos animais, no que diz relacdo ao numero de quadrantes explorados pelos
animais (Figura 15A) e nem na quantidade de vezes que o animal explorou as

laterais da caixa (Figural5B).
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Figura 15: Efeitos da aplicacdo sistemica do galato de etila (GE) sobre a atividade
locomotora no modelo experimental de fibromialgia. Os ratos foram divididos
aleatoriamente em quatro grupos: (1) Naive, (2) Dor difusa néo inflamatéria crénica (CWP), (3)
CWP + GE (100 mg / kg, v.0, do dia 0 ao dia 15) e (4) CWP + GE (100 mg / kg, v.0, do dia 7 ao
15). Quinze dias apos os testes comportamentais do modelo CWP foram realizados: atividade
locomotora no teste de campo aberto - (A) nUmero de travessia e (B) nimero de elevacées. Os
dados sao apresentados como média + SEM de seis camundongos / grupo.

8. DISCUSSAO

A natureza generalizada da dor é uma caracteristica clinica fundamental
em individuos com FM e uma série de outros sintomas esta associado a essa
patologia. Fibromialgicos apresentam hiperalgesia difusa (aumento da dor a
estimulos normalmente ndo dolorosos). Estas descobertas de dor aumentada e
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processamento sensorial sdo corroborados pela presenca desses mesmos
fenbmenos em estudos de neuroimagem funcional, e os desequilibrios nos
niveis de neurotransmissores que afetam a dor e transmissao sensorial estdo
presentes em individuos com FM (SCHMIDT-WILCKE e CLAUW, 2011; SLULA
e CLAUW, 2016).

Até o presente momento muito se discute na literatura que a fibromialgia
€ uma doenca multifatorial, sem evidencia de processo inflamatorio e com dor
de caréter crbénico. Por outro lado, a partir dos estudos mencionados nesse
trabalho, surge algumas idéias e hipoteses de que possa haver componentes

inflamatérios envolvidos na fisiopatologia da FM.

Estudos descritos na literatura indicam que varios mediadores quimicos,
como a substancia P e o glutamato estdo envolvidos na primeira fase (dor
neurogénica), enquanto que a histamina, a serotonina, as prostaglandinas e a
bradicinina participam da segunda fase (também chamada dor inflamatoria) da
dor induzida pela formalina (CORREA & CALIXTO, 1993; TJOLSEN & HOLE,
1997; SANTOS, 2000).

Sabe-se que a IL-1B também induz a liberagdo de substancia-P e
glutamato a partir dos terminais nervosos contribuindo para a transmissao da
dor. Na dor aguda o glutamato liberado na fenda sinaptica gera correntes
excitatérias poOs-sinapticas, isto ocorrendo a ativacdo de receptor
glutamatérgico (BASBAUM et al., 2009; COELHO, 2014).

O TNF-a é a citocina inflamatéria cuja principal funcédo é regulacéo das
células imunes, é capaz de induzir morte celular apoptética, consequentemente
induzir inflamag&o. Varios estudos mostram que o nivel de TNF-a esta
aumentado em pacientes com sindrome da fadiga crbénica. (MOSS et al, 1999 ;
SACHDEVA, KUHAD, CHOPRA 2011).

A ciclo-oxigenase 1 e 2 (COX-1 e COX-2) sdo as enzimas chave
envolvidas no metabolismo do &cido araquidbnico (AA), resultando na
formacdo de importantes bio-mediadores, incluindo as prostaglandinas (PGSs),
prostaciclinas e tromboxanos (MARNETT, 2000; KURUMBAIL, KIEFER,
MARNETT 2001; MITCHELI, KISKBY, 2018). Uma vez que estes bio-

mediadores afetam muitos processos patoldgicos e fisiolégicos, a modulacdo
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farmacologica da atividade -catalitica das enzimas COX tornou-se uma
estratégia eficaz no tratamento de certas condicbes médicas (FITZPATRICK,
2004; DUGGAN et al, 2010; MARNETT, 2004; BLOBAUM, MARNETT, 2007).

Os tratamentos farmacoldgicos para reducdo do quadro algico de
pacientes com FM visam aumentar neurotransmissores antinociceptivo no
sistema nervoso central, ou proporcionar niveis mais baixos de
neurotransmissores excitatorios tais como o glutamato (HARRIS E CLAUW,
2012; SLULA e CLAUW, 2016).

No que diz respeito ao modelo experimental e os testes escolhidos para
avaliar a dor nos animais pode-se observar que 0s nossos dados vdo ao
encontro de trabalhos prévios utilizando o mesmo modelo (Santos et al, 2016 ;
Siqueira-lima et al. 2017; Oliveira et al. 2016) uma vez que o protocolo de
indugdo da FM (induzido pela administragdo i.m de SA) foi capaz de causar

hiperalgesia mecanica e térmica ao frio.

Murase e seus colaboradores (1999) conseguiram mostrar a partir de um
estudo “in vitro” que ésteres do acido galico, como o GE, podem ter
importantes efeitos antinociceptivo pelo bloqueio da ativacdo do NF-kB. Esse
composto proveniente de varias espécies de planta, em especial da uva,
poderia estar desempenhando um papel importante na prevencao da resposta
infamatéria “in  vivo”. Santos (2000) exemplifica outra particularidade
interessante do GE, ele parece interagir com a proteina Gi sensivel a toxina
pertussis e com os canais de potassio ativados, tanto por calcio, como por
ATP. Contudo, estudos eletrofisiologicos adicionais e de biologia molecular séo
ainda necessarios para a confirmacao do preciso mecanismo de acdo desse

composto.

Assim como o GE a epigalocatequina galato (EGCG) é flavanoide
derivado do acido géalico ao qual possui inumeros estudos descritos na
literatura demonstrando seu potencial terapeutico. Um estudo realizado na
China mostrou que a EGCG (50 e 100 mg / kg) foi capaz de reduzir a
hiperalgesia gerada por um modelo de fadiga crbnica induzida por estresse.
Nesse estudo os autores demonstraram que a EGCG foi capaz de diminuir

significativamente o nivel de TNF alfa quando comparagdo ao grupo controle
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(MOSS et al, 1999; SACHDEVA, KUHAD, CHOPRA 2011). Nossos estudos
também mostraram que o GE foi capaz de reduzir a hiperalgesia induzida pela
salina acida podendo assim supor que um possivel mecanismo de acdo do GE

seria a reducao de citocinas pro-inflamatorias tal como a TNF alfa.

Os nossos resultados mostraram que o GE conseguiu inibir de forma
significativa a hiperalgesia mecanica induzida por salina acida. Corroborando
com COELHO, 2014 demonstrou que o GE induziu uma reducéo da frequéncia
de resposta a hiperalgesia mecéanica e térmica ao frio em um modelo de dor
neuropatica. Nesse mesmo estudo o autor evidencia uma reducdo nas
citocinas pro-inflamatérias tais como IL-6, IL-1B e TNF-a, sendo plausivel
sugerir que o GE possa estar interferindo sobre a reducdo de citocinas pro-
inflamatdrias e em algum ponto da sinalizacdo glutamatérgica. O que leva a
crer e acreditar que nossos resultados possivelmente estejam corroborando
para a idéia de que a FM pode ter envolvido em sua fisiopatologia alguns

componentes inflamatarios.

Alguns trabalhos publicados previamente sugerem que o GE pode
modular a nocicepcéo induzida pela ativacdo de receptores TRPV1 também em
niveis centrais. Neste sentido, foi demonstrado o elevar a expressdao do
receptor TRPV1 no modelo de neuropatia diabética induzida por
estreptozotocina e também sua co-expressdo centralmente em neurdnios
positivos para substancia P. Neste sentido podemos relacionar um possivel
efeito do GE pela inibicdo ou modulagéo direta do receptor TRPV1 prevenindo
a liberacdo de glutamato e substancia-P. (COELHO, 2014; HONG; WILEY,
2005; HWANG; BURETTE; VALTSCHANOFF, 2003).

Wang e seus colaboradores (2018) demonstraram que o GE pode ativar
a producédo de prostaglandina Ei 2(uma prostaglandina representante testada
nesse estudo) e inativar a atividade das enzimas COX 1 e 2. Uma analise
computacional foi realizada para indica que GE pode inativar os sitios de COX-
1 e COX-2, servindo como um co-substrato de reducdo. Observou-se que o
efeito de galato de etilo € anulada por galangina, que é conhecida por se ligar
aos mesmos locais dos sitios ativos de COX-1 e COX-2, tornando-se um

inibidor competitivo, consequentemente inibindo a ativagdo de outros
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mediadores inflamatoérios tais como a prostaglandina e tromboxano. Os
resultados deste estudo apresentaram uma nova hipétese pro-inflamatéria e
efeitos benéficos para a saude a partir das repercussoes terapéuticos do GE
(WANG et al, 2018).

Em resumo, nossos achados demonstraram que o GE reduziu a
hiperalgesia clinica gerada pelo modelo de CWP. Contudo, baseada nos
trabalhos previamente publicados é possivel sugerir que o GE atua sobre
células pro-inflamatdrios e que por sua vez as mesas estariam envolvidas no
processamento ou desenvolvimento da FM, porém ainda sdo necessarios
estudos para elucidar os mecanismos moleculares relacionados aos efeitos

terapéuticos induzido pelo GE.
8. CONCLUSAO

Em conjunto, os dados obtidos do presente estudo reforcam a idéia de
gue o GE possui potencial terapéutico para o controle da dor tanto de caréater
aguda quanto crbnica. Perante os diversos trabalhos aqui mencionados
podemos sugerir que o GE tenha um efeito terapéutico através da modulacéo
da transmissdo sinptica (ex. reduzindo liberacdo de glutamato), inibindo a
producdo de citocinas e possivelmente controlando a excitabilidade neuronal
por meio da abertura de canais de potassio sensiveis ao ATP. Mais estudos
sd0 necessarios para confirmar os mecanismos moleculares envolvido no

efeito antinociceptivo do GE no modelo experimental de fibromialgia.
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