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1. INTRODUCAO

A fibromialgia (FM) é uma condicdo crbnica caracterizada pela dor
generalizada, particularmente nos musculos esqueléticos. De modo geral, a
fibromialgia € acompanhada pelo desenvolvimento de outros sintomas, incluindo
fadiga, disturbios do sono e depressao. Dados epidemioldgicos evidenciaram que
a fibromialgia é a segunda doenca reumética mais frequente no Brasil. A
prevaléncia de FM varia entre 0,6-4,4% na populacao brasileira (OEZEL et al.,
2016; FREITAS et al., 2017; CORREIA et al., 2018; COSTA et al., 2020). Nesse
contexto, as condi¢cdes dolorosas cronicas, incluindo a fibromialgia, séo
consideradas um problema de salde publica visto que afetam negativamente a
qualidade de vida da populacédo (SOUZA e PERISSINOTTI, 2018).

Embora a etiologia da FM seja ainda considerada complexa e
desconhecida, diversos fatores parecem estar envolvidos no desenvolvimento dos
sintomas clinicos dessa patologia, incluindo fatores genéticos, psicoldgicos,
emocionais e ambientais. (STAUD e RODRIGUEZ, 2006; LATORRE-SANTIAGO
e TORRES-LACOMBA, 2017). Além disso, a fisiopatologia da fibromialgia ainda
nao € completamente compreendida. Entretanto, sugere-se que esta sindrome é
de origem neurogénica visto que a FM promove a amplificacdo na percepc¢ao da
dor. Estudos prévios demonstraram que uma superproducéo de espécies reativas
(ER) associada a um estado antioxidante irregular pode representar uma das
bases do mecanismo da FM. Dessa forma, o estresse oxidativo parece estar
envolvido como um dos mecanismos fisiopatoldgicos desta doenga (OZGOCMEN
et al., 2006; SINGH et al., 2019). Consideravelmente, o estabelecimento de
estresse oxidativo dentro das células pode levar a uma atividade disfuncional das
enzimas integrantes da membrana, incluindo ATPases, em particular, a bomba
transmembrana de sodio/potassio-ATPase (Na*/K*-ATPase) (BARCELOS et al.,
2020). Nesse sentido, esse estudo teve como objetivo investigar as alteracOes
comportamentais relacionadas a nocicepc¢do, assim como o0 envolvimento do
estresse oxidativo em um modelo animal de FM induzido pelo estresse frio
intermitente (EFI).

2. METODOLOGIA
2.1 Comité de ética e Modelo de fibromialgia induzida pelo estresse frio
intermitente (EFI)

Todos os experimentos foram conduzidos de acordo com as normas da
Comisséo de Etica e Bem-Estar Animal da Universidade Federal de Pelotas
(CEEA 28142-2019). Para isso, foram utilizados camundongos machos da raca
Swiss provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Pelotas.
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Inicialmente, os animais foram divididos em dois grupos experimentais: i)
Controle e ii) EFl. Os camundongos do grupo EFI foram mantidos em um
ambiente com temperatura controlada de 4 + 2°C a partir das 16:30 no primeiro
dia até as 10:00h do préximo dia. Na manha seguinte (dia 2), os animais foram
expostos a temperaturas que alternavam entre 4 e 22 + 2°C a cada 30 minutos.
As 16:30h, os camundongos foram novamente realocados no ambiente a 4 + 2°C
durante a noite. Este mesmo procedimento foi repetido no dia seguinte (dia 3). A
partir das 10:00h do quarto dia do protocolo experimental, os camundongos foram
adaptados a uma temperatura de 22 + 2°C por 2 horas. Enquanto isso, 0s
camundongos do grupo controle foram mantidos a uma temperatura constante de
22 + 2°C (Nishiyory e Ueda, 2008). Ap6s o periodo de adaptacdo, os animais
foram avaliados em testes comportamentais relacionados a dor para confirmar o
desenvolvimento de sensibilidade mecanica, bem como hiperalgesia muscular.
Imediatamente apos os testes comportamentais, os animais foram submetidos a
eutanasia por meio de sobredosagem de anestésico e as amostras do cortex
cerebral foram coletadas para a realizacdo das analises bioquimicas.

2.2 Testes comportamentais

A sensibilidade mecéanica e a miastenia foram avaliadas nos animais, por
meio do teste do von Frey e da forga muscular, respectivamente. O teste do von
Frey descrito por BORTOLANZA et al. (2002), determina a hiperalgesia mecéanica
por meio do limiar de retirada da pata. O teste da forca muscular descrito por
BURNES et al. (2008), determina a forca de aderéncia dos animais por meio de
um aparelho de medigéo de forga digital. Os animais foram suavemente puxados
paralelamente para longe da barra pela cauda até que os membros dianteiros
liberaram a barra.

2.3 Andlises bioquimicas

Os niveis de espécies reativas (ER) e das substancias reativas ao acido
tiobarbitrico (TBARS) foram determinados conforme metodologia descrita por
LOETCHUTINAT et al. (2005) e por OHKAWA et al. (1979), respectivamente. A
atividade das enzimas glutationa peroxidase (GPx) e sdédio/potassio-ATPase
(Na+, K*-ATPase) foram mensuradas segundo método estabelecido por WENDEL
(1981) e por FISKE e SUBBAROW (1925), respectivamente.

2.4 Analise Estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM)
Os dados foram analisados pelo teste t de Student. Os valores foram
considerados estatisticamente significativos quando p < 0,05.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados ilustrados na figura 1A e 1B demonstraram que 0s animais
expostos ao EFI apresentaram um aumento na sensibilidade mecéanica,
acompanhado de uma diminuicdo na forca muscular quando comparados ao
grupo controle. Diante disso, foi possivel observar um aumento na sensibilidade a
dor e um desgaste muscular apresentado no grupo EFI, indicando que esse
modelo induz os sinais caracteristicos da fibromialgia.

Ainda, os resultados ilustrados na figura 2A e 2B demonstram que 0s
animais expostos ao EIF exibiram um aumento nos niveis de ER e de TBARS no
cortex cerebral de camundongos quando comparados ao grupo controle. Por
outro lado, na figura 2C e 2D foi evidenciada uma inibicdo da atividade da Na*/K*-
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ATPase no cértex cerebral dos camundongos expostos ao EFI, enquanto néo
houve uma diferenca significativa na atividade da enzima GPx entre 0s grupos.
Diante disso, as analises bioquimicas demonstram que a exposi¢do ao EFI leva
ao desenvolvimento do dano oxidativo e subsequente prejuizo na atividade da
enzima Na*/K*-ATPase. Os dados sugerem que a enzima GPx ndo foi capaz de
combater o estresse oxidativo, resultando na inibicdo da enzima Na*/K*-ATPase.
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Figura 1. Efeito do EIF na hiperalgesia mecanica (A) e na forca muscular (B) em
camundongos. (***) p < 0,001 e (****) p < 0,0001 denota niveis de significAncia

qgquando comparados ao grupo controle. A analise estatistica foi realizada
utilizando teste t de Student.
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Figura 2. Efeito do EIF na formacdo de espécies reativas (A) na peroxidagcao
lipidica (B) e na atividade das enzimas GPx (C) e Na*/K*-ATPase (D) no cértex
cerebral dos camundongos. (*) p < 0,05 denota niveis de significancia quando
comparados ao grupo controle. A andlise estatistica foi realizada utilizando teste t
de Student.
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4. CONCLUSOES
Em concluséo, foi possivel observar nesse estudo que a exposicao ao EFI,
levou ao aumento na sensibilidade nociceptiva e diminuigdo na forga muscular.
Tais alteragbes comportamentais relacionadas a nocicepgédo podem ser atribuidas
ao aumento na producdo de ER e na consequente inibicdo enzimatica da Na*/K*-
ATPase no cortex cerebral de camundongos expostos ao EFI. Entretanto, mais
estudos sdo necessarios para a melhor compreensdo desses mecanismos.
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