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RESUMO

Efeito de esterdides gonadais na fibromialgia experimental (ensaio pré clinico) e terapia
hormonal para mulheres com fibromialgia (revisdo sistematica). Camilla Aguiar Dalan
Guilherme, Aracaju, 2022.

Introducdo: A fibromialgia (FM) é uma doenca caracterizada por dor generalizada e
prolongada além de outros sintomas associados, prejudicando a qualidade de vida do paciente,
que em grande maioria dos casos sdo mulheres adultas com alteragdes hormonais devido a
menopausa (35 a 60 anos). Neste cenario, buscamos compreender a relacdo hormonal com os
sintomas da FM. Objetivos: 1-Avaliar as alteracbes comportamentais derivadas da
administracdo hormonal (profilatico) em fémeas Wistar submetidas a modelo animal que
mimetiza a fibromialgia; 2-Avaliar a literatura atual quanto aos efeitos do tratamento hormonal
na qualidade de vida de mulheres com fibromialgia. Método: 1-Estudo experimental com ratas
adultas Wistar (n=42) submetidos ao modelo experimental de hiperalgesia muscular crénica
difusa (HMCD) com dupla injecéo de salina acida, juntamente com a remocao bilateral ovariana
e reposicdo hormonal controlada. Os animais foram divididos em sete grupos: i) CTRL- —
receberam salina neutra e sem alteracdo hormonal (n=6); ii) CTRL+ — recebeu salina acida e
sem alteracdo hormonal (n=6); iii) OV X — salina 4cida e animais ovariectomizadas (n=6); deste
grupo em diante todos os animais foram ovariectomizadas e com induc¢éo do modelo de HMCD,
alterando apenas o protocolo de profilaxia iv) Veic. — Receberam os veiculos usadas na diluicdo
hormonal (n=6); v) P4 — reposicao de progesterona (n=6); vi) E2 — reposicdo de estrogeno
(n=6); vii) P4+E2 - receberam progesterona e estrégeno (n=6). Foram avaliadas laténcia térmica
(placa quente), laténcia sensitivo cutaneo (von Frey eletrénico) e distancia percorrida (monitor
de atividades) no momento basal e final. 2- Busca sistemética de estudos em sete bases de dados
(PubMed, Medline, Embase, Cochrane, SPORTDiscus, Psycinfo e Pedro) realizada por dois
investigadores independentes através dos descritores “Fibromyalgia”, “Hormone replacement
therapy”, “Hormone”, “Drug therapy” e “Treatment outcome”. Atualizada em julho de 2022.
Em busca de indicativos de diminuicdo da dor, de pontos sensiveis e consequente melhora do
bem estar das pacientes. Para a avaliacdo de risco de vies desses estudos, foi utilizado o software
Revman® e Cochrane. Resultados: 1-Houve uma diminui¢do do limiar sensitivo cutaneo nos
grupos que receberam salina acida independente da profilaxia administrada. Nos grupos com
alteracdes hormonais apresentaram uma diminuicdo na distancia percorrida e um aumento na
laténcia térmica quando comparados ao momento basal. 2-Quatro estudos do tipo ECR’s foram
incluidos para analise. Detectou-se variacdo do tipo de horménios prescritos (horménio do
crescimento - GH, melatonina e estradiol), via de administracdo (oral, transdérmica ou
subcutdnea) e duracdo do periodo de acompanhamento (de 6 semanas a 12 meses),
proporcionando melhor desfecho os horménios do crescimento (GH) e a melatonina.
Conclusao: No estudo experimental indicou que a reposi¢cdo hormonal proposta juntamente
com o modelo de HMCD influencia comportamentos de atividade locomotora e laténcia
sensitivo térmico, ndo sendo suficiente para prevenir o aumento do limiar sensitivo cutaneo.
Enquanto que na revisdo sistematica, a reposi¢cdo hormonal com melatonina e GH podem
indicar bons resultados na melhoria da qualidade de vida, como a diminui¢do da dor. Por isso
recomenda-se a realizacdo de novos estudos experimentais para melhor esclarecer os efeitos da
reposicdo hormonal e suas repercussdes a longo prazo.

Descritores: Modelo animal; hiperalgesia; terapia de reposi¢cdo hormonal; fibromialgia;
mulheres.



ABSTRACT

Effect of gonadal steroids on experimental fibromyalgia (preclinical trial) and hormone
therapy for women with fibromyalgia (systematic review). Camilla Aguiar Dalan
Guilherme, Aracaju, 2022.

Introduction: Fibromyalgia (FM) is pathology that causes widespread pain and other
associated symptoms, damaging the quality of life of the patient, as in more cases are adult
women with hormonal changes due to menopause (35 to 60 years old). In this scene, we Search
to understand the hormonal relationship with FM symptoms. Objectives: 1-Evaluate the
behavioral changes derived from hormonal administration (prophylactic) in Wistar females rats
submitted to the fibromyalgia model; 2- Evaluate the effects of hormonal treatment on quality
of life for women with fibromyalgia. Method: 1- Experimental study with Wistar females rats
(n = 42) submitted to experimental model of diffuse chronic muscle hyperalgesia (DCMH),
together with bilateral surgical removal of ovaries and controlled hormonal replacement. The
animals were divided into seven groups: i) CTRL- - received neutral saline + no hormonal
changes (n = 6); ii) CTRL+ - received acidic saline solution + no hormonal changes (n = 6); iii)
OVX - ovariectomized animals + acid saline solution (n = 6); all groups forward, the animals
were ovariectomized and with induction of the DCMH model, changing only the prophylaxis
protocol. iv) Vehicle - received the vehicles used in the hormonal dilution (n = 6); v) P4 -
replacement of progesterone (n = 6); vi) E2 - estrogen replacement (n = 6); vii) P4 + E2 -
received progesterone and estrogen (n = 6). Thermal latency (hot plate), cutaneous sensory
threshold (electronic von Frey) and distance covered (activity monitor) at the beginning and at
the end of experiment were evaluated. 2- Systematic search of studies in seven databases
(PubMed, Medline, Embase, Cochrane, SPORTDiscus, Psycinfo and Pedro) performed by two
independent researchers using the descriptors “Fibromyalgia”, “Hormone replacement
therapy”, “Hormone”, “Drug therapy” and “Treatment outcome”. Updated July 2022. In
investigation of indicators of improvement in the patients' quality of life. To assess the risk of
bias in these studies, the Revman® software was used. Results: 1) There was a decrease in the
cutaneous sensory threshold in the groups that received acid saline independent of the
administered prophylaxis. In the groups with hormonal alteration, they presented a decrease in
the distance walked and an increase in the thermal threshold when compared to baseline. 2- At
the end of the systematic searches and exclusion by duplicates, analysis by titles and selection
according to the inclusion criteria, four articles were included in the systematic review.
Differences in the type of hormones administered (growth hormone - GH, melatonin and
estradiol), via administration (oral, transdermal or subcutaneous) and duration of the follow-up
period (from 6 weeks to 12 months). Conclusion: In the experimental study, indicated that the
hormone replacement proposed together with the DCMH model influences locomotor activity
behavior and thermal sensory threshold, not being enough to increase the cutaneous sensory
threshold. While in the systematic review, hormone replacement with melatonin and GH may
indicate low risk of bias and results in improving quality of life, such as decreasing pain.
Therefore, further experimental studies are recommended to better clarify the effects of
hormone replacement and its long-term repercussions.

Descriptors:  Animal model; hyperalgesia; hormonal replacement therapy;
fibromyalgia; women.
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1 INTRODUCAO

A fibromialgia (FM) é uma das doencas reumaticas que podem ser caracterizadas por
um conjunto de sinais e sintomas observaveis com auséncia de causa especifica (Uceyler et al.,
2011). Entre os sintomas mais comuns da FM estdo a dor musculo esquelética generalizada
cronica, hiperalgesia muscular, rigidez corporal, fadiga muscular, distdrbios do sono, disturbios
circadianos, ansiedade e depressdo. Apesar da quantidade de sinais e sintomas decorrentes da
cronicidade, a etiologia e fisiopatologia ainda ndo sdo esclarecidas completamente (Wolfe et
al., 2010).

Em 1990 a American College of Rheumatology (ACR) publicou critérios para
diagndstico da FM sendo atualizado em 2010 (Wolfe et al., 1990, 2010). Esta ultima atualizagéo
dos critérios para o diagnostico validou os sintomas associados decorrentes (Severity Symptom
Scale — SSS) da dor muscular generalizada (Widespread Pain Index — WPI) como sendo parte
importante na evolugdo da doenca em questéo (Wolfe et al., 1990, 2010).

A FM ocupa o segundo lugar dentre a razdo mais comum de busca por atendimento
reumatologico clinico, representando cerca de 10% a 20% dos casos que buscam atendimento
reumatologico (Queiroz, 2013; Wolfe et al., 1990) variando de acordo com o pais (Neumann &
Buskila, 2003). Na populagdo geral com FM é evidente a maior prevaléncia em mulheres com
taxa de 4,2%, sendo proporcional a trés mulheres para um homem, variando segundo a cultura
e pais, como exemplo o Canada onde apresenta taxa de 4,9% e na Suécia é de 2,4% de mulheres,
enquanto, 1,6% e 0% sdo homens, respectivamente (Neumann & Buskila, 2003; Queiroz,
2013). Ao se tratar da faixa etaria, a mais acometida € de 35 a 60 anos (Brooks et al., 2015;
Neumann & Buskila, 2003; Queiroz, 2013).

Como mencionado anteriormente, a FM apresenta alteracfes em diferentes sistemas do
organismo, o que a classifica como uma sindrome (Uceyler et al., 2011). Sendo assim, além de
observarmos uma série de sintomas fisicos como dor generalizada, sindrome do intestino
irritavel, enxaqueca, dor pélvica, distirbio temporomandibular e artrite reumatoide os pacientes
apresentam também sintomas psicologicos e emocionais associados tais como disturbio de
atencdo, concentracdo, ansiedade e depressdo. Todos esses sintomas fisicos e psicologicos,
afetam a qualidade de vida dessas pessoas, nos niveis profissional, social e pessoal (Brooks et
al., 2015; Kreling et al., 2006; Neumann & Buskila, 2003).

A dificuldade com relacdo a FM comeca desde o diagnostico, pois 0s sintomas sao
inespecificos e ndo concludentes, sendo o diagnostico baseado na pratica clinica. As dores

fisicas incapacitantes e o abalo psicolégico sdo alguns dos sintomas que sdo tratados. Com o
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maior objetivo de melhorar a qualidade de vida de pessoas com FM, sdo oferecidas diferentes
abordagens, desde tratamentos medicamentosos (antidepressivos, anticonvulsivantes,
analgesicos, relaxantes musculares e anti-inflamatorio ndo esteroidais -AINEs-); a terapias ndo
medicamentosas, como exercicios fisicos e terapias cognitivas (Brederson et al., 2011; Clauw
& Crofford, 2003; Sluka et al., 2013). Uma das opg¢des para o tratamento sdo as reposicoes
hormonais, pela relagdo que os eixos hormonais podem exacerbar ou modular os mecanismos
de percepcdo da dor, seguindo as alteracBes que a producdo hormonal sofre em condicdes
cronicas, como a FM.

Um dos sistemas fisioldgicos que sofrem alteracdo nos pacientes com FM é o enddcrino,
embora ndo haja evidéncias contundentes sobre ser ele um precursor ou uma consequéncia da
FM. Algumas mulheres com FM apresentam diversas alteracbes hormonais, como exemplo o
eixo hipotalamo-hipofise-adrenal (HPA), que resulta em aumento dos niveis de cortisol e do
horménio liberador de corticotrofina (CRH) (Riedel et al., 1998).

Essa hiperatividade do eixo HPA pode exercer influéncia direta sobre o eixo
hipotalamo-hipofise-tireoide (HPT), alterando a producdo dos horménios da tireoide. A
possivel interacdo entre estes dois eixos, HPA e HPT, em pacientes com FM, foi observada
através da avaliacdo dos niveis do hormdnio estimulador da tireoide (TSH), triiodotironina (T3)
e tiroxina (T4), os quais estavam com niveis reduzidos. Possivelmente por conta dessa
interacdo, uma vez que o cortisol tem acdo inibitdria sobre a produgdo de TSH, sugerindo um
envolvimento de outros sintomas da FM e o desenvolvimento de hipotireoidismo, através da
influéncia de uma hiperatividade do eixo HPA (Zavalhia & Frizzo, 2011) contribuindo também
no desenvolvimento de sintomas depressivos e dolorosos (Gur et al., 2002, 2004).

Uma das caracteristicas do sistema enddcrino € a relacdo de interacdo que possui com
outros sistemas e com érgdos dentro do mesmo sistema, como exemplo, a alteracdo que o eixo
HPT pode alterar também o eixo hipotalamo-hipo6fise-gonadal (HPG) (Aires, 2008). A
interferéncia dos diferentes hormonios, como testosterona, corticosterona, cortisol dentre
outros, nas vias de processamento nociceptivo é bem descrita em diversos estudos (Gur et al.,
2004; Racine et al., 2012; Riedel et al., 1998; Smith et al., 2002).

Levando em consideracao o foco do nosso trabalho que séo as mulheres, devido a grande
prevaléncia em relacdo a populagdo com FM, as mesmas passam por diversas variacoes
hormonais, desde o inicio dos ciclos menstruais até a menopausa, incluindo as variagdes dentro
do ciclo menstrual. Essas variag¢Oes interferem nos processos emocionais e também fisiologicos
(Fillingim, 2000; Hillerer et al., 2019; Puga-olguin et al., 2019). Os esteroides (estradiol e

progesterona principalmente) sdo produzidos nos ovarios e no cortex das glandulas suprarrenais
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a partir do precursor, o colesterol. Ao final dos processos de hidroxilacdo, desidrogenacéo,
oxirredugdo e aromatizagdo, tem-se como resultado final progesterona e estradiol. Sendo que
essa producdo é dependente do aporte de colesterol disponivel e da expresséo e atividade de
enzimas disponivel nas células das glandulas responsaveis (Aires, 2008; Halbe, 1965).

Estes achados da literatura sugerem que tais hormoénios podem exacerbar ou inibir
mecanismos que estdo intimamente ligados as variagdes de intensidade dos sintomas da FM
(Brooks et al., 2015; Fillingim, 2000). Para corroborar ainda mais esta possivel interacdo entre
horménios sexuais e modulacdo de mecanismos nociceptivos, estudos tém mostrado que
mulheres com FM apresentam baixos niveis de progesterona e estrogeno (Fillingim & Ness,
2000). A progesterona age juntamente com o estrogeno, estando também envolvido no
mecanismo de nocicep¢do, nos comportamentos resultantes da dor crénica, como a ansiedade
e depressdo (Frye & Walf, 2004; Kuba et al., 2006). Finalmente, além do estrdégeno e da
progesterona, a testosterona também pode apresentar efeito protetor no desenvolvimento de
dores cronicas, como na FM (Brooks et al., 2015; Clauw & Crofford, 2003; Fillingim & Ness,
2000; Martin, 2009; Smith et al., 2002).Vale salientar que estudos clinicos indicam que
mulheres com FM apresentam baixos niveis de progesterona e estrégeno (Fillingim & Ness,
2000; Martin, 2009).

Mulheres em periodo de menopausa apresentam reducdo dos niveis de progesterona e
estrogeno. Como resultado, a intensidade dos sintomas da FM fica exacerbada, ou até o
desenvolvimento de outras sindromes dolorosas como o disturbio temporomandibular, por
exemplo (Brooks et al., 2015). A menopausa o evento que indica o fim do periodo reprodutivo
da mulher, sendo marcada pela diminuicdo dos hormdnios sexuais femininos, pode ser
mimetizada em animais através da ovariectomia bilateral (ovx) (Baeza et al., 2010; Moiety et
al., 2015).

A relacdo entre a auséncia hormonal abrupta, promovida pela ovariectomia, e 0
desenvolvimento da nocicepg¢éo, tem sido descrita na literatura. Variados trabalhos mostraram
que ratas ovariectomizadas apresentam uma resposta mais acentuada a injecdo de formalina,
estimulos térmicos e estimulos mecanicos, quando comparadas aos animais que ndo passaram
pelo referido procedimento (Ceccarelli et al., 2003; Sanoja & Cervero, 2008; Stoffel et al.,
2005). Alem disso, as ratas ovx apresentaram aumento do laténcia nociceptivo, apds a
realizacdo de testes comportamentais para avaliacdo da nocicepcdo como avaliagdo nos testes
de laténcias de placas quentes e tail flick (Craft et al., 2008; Stoffel et al., 2005).

Por outro lado, o procedimento de reposicdo hormonal controlada com estrégeno,

realizado apos a ovariectomia, demonstra atenuar a resposta acentuada a nocicepg¢éo, observada
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em outros trabalhos com animais (Kuba & Quinones-Jenab, 2005; Stoffel et al., 2005). Esses
trabalhos esclarecem a agdo hormonal durante a dor aguda. Porém a interferéncia dos
horménios sexuais femininos na sintomatologia das dores cronicas, como a FM ainda
permanece contraditério, desde acdo em um ciclo hormonal completo, assim como na
menopausa.

A hiperalgesia muscular cronica difusa (HMCD) em modelo animal pode ser
desenvolvida por diferentes protocolos, fadiga muscular, deplecéo de amina biogénica, estresse
térmico, estresse sonoro, injecao de salina acida seguido de fadiga muscular e dupla injecéo de
salina acida (DeSantana et al., 2013). Sendo a dupla injecdo de salina acida no musculo
gastrocnémio esquerdo ainda é a mais adequada por apresentar alteracGes a niveis de
mecanismos centrais e periféricos, principalmente provocar hiperalgesia visceral, cutanea e
muscular em ambas as patas sem lesdo tecidual, por até 04 semanas (DeSantana et al., 2013;
DeSantana & Sluka, 2008). Em estudo de Gregory et al (2013) evidenciou que as fémeas
permaneciam por 6 semanas com a hiperalgesia muscular cronica enquanto que 0s machos,
apresentavam comportamentos referentes a HMCD por 4 semanas (Gregory et al., 2013b;
Lesnak et al., 2020) além de apresentarem um aumento na magnitude do processo de
cronificacdo e consequente atraso na alodinia (Tajerian et al., 2015).

As evolugdes de estudos sobre a influéncia hormonal no processo de cronificacdo da
dor tém crescido, porém ainda ndo ha esclarecimentos do papel dos hormonios estrégeno e
progesterona, como profilaxia, nas alteracbes comportamentais de fémeas Wistar submetidas
ao modelo de FM de dupla injecdo de salina acida. Sendo este modelo o responsavel por
mimetizar alguns dos sintomas presentes nos pacientes com FM, como a hiperalgesia
generalizada, o aumento da sensibilidade ao toque, distirbios comportamentais além de outros
sintomas como distarbios do sono e fadiga.

Assim, o objetivo deste estudo foi verificar os efeitos de diferentes estratégias de terapia
de reposicdo hormonal para diminuicdo da intensidade de dor, na tolerdncia a dor e na
sensibilidade ao toque nos pontos dolorosos, como opgéo de tratamento para mulheres adultas

com diagnéstico clinico de FM.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Fibromialgia

A dor é classificada como cronica, quando tem duracdo superior a 3 meses, alem de ser
considerada como uma resposta anormal e ndo-protetora. Dentre as sindromes de dor cronica,
a FM se destaca como uma condicgéo debilitante que afeta milhdes de pessoas em todo o mundo,
independente de classe social ou etnia (Brooks et al., 2015; Queiroz, 2013).

Apenas em 1990 o ACR definiu os critérios de diagnosticos para a FM, sendo
atualizados em 2010. No momento de atualizacdo, além dos sintomas fisicos como a dor
persistente, foram adicionados ao critério de diagnostico os sintomas associados e decorrentes
desta condicdo patoldgica, como fadiga, depressdo, rigidez matinal, disturbio do sono (Wolfe
et al., 2010). Dessa forma, a FM é classificada como sindrome devido a presenca do conjunto
de sintomas e sinais observados e auséncia de causa especifica (Uceyler et al., 2011).

A etiologia da FM néo é totalmente definida, além de apresentar sintomatologia nao
especifica e abrangente. Entre os sintomas mais comuns estdo a dor musculoesquelética
generalizada simultaneamente a presenca de pontos mais sensiveis ao toque (tender points)
(DeSantana & Sluka, 2008; Wolfe et al., 2010) dentre outros que reduzem a qualidade de vida
de individuos afetados, sendo de 1% a 4% da popula¢do mundial (Brooks et al., 2015; Neumann
& Buskila, 2003; Queiroz, 2013) segundo o perfil de levantamento epidemioldgico.

Esta parcela da populagdo mundial, tem maior prevaléncia em mulheres que
representam cerca de 4,2% dentre as pessoas com FM (Neumann & Buskila, 2003; Queiroz,
2013) além de ser mais nitidamente encontrada em mulheres na faixa etaria de 40 a 60 anos
(Brooks et al., 2015; Queiroz, 2013; Wolfe et al., 1995), indicando relacdo de variagdes das
taxas hormonais (Brooks et al., 2015).

O sistema endocrino é afetado também pela presenca constante da dor além dos
sintomas associados a FM, sendo muitas vezes confundida no momento do diagndstico com
doengas de carater de hormonal, como € o caso do hipotireoidismo, que possui sintomas
similares (Bote et al., 2012; Riedel et al., 1998; Wallace et al., 2001). A relagcdo dos horménios
serem considerados como precursor ou consequéncia desta patologia ndo estdo esclarecidos,
apenas evidéncias de desequilibrio e associacdes de possiveis formas de tratamento (Aloisi &
Bonifazi, 2006; Kuba & Quinones-Jenab, 2005; Martin, 2009; Riedel et al., 1998).

Estudos clinicos indicam que as mulheres possuem uma percepcao maior da dor cronica
quando comparado aos homens (Tajerian et al., 2015), devido as varia¢fes hormonais que estdo

presentes desde a regulacdo do ciclo menstrual até a menopausa, incluindo também o momento
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da gravidez (Amandusson & Blomgqvist, 2013; Craft et al., 2004; Defrin et al., 2009). Esta
percepcao é mais sensivel desde os estimulos fisicos, térmicos e até na estimulagdo com forca
mecanica (Aloisi & Bonifazi, 2006; Bartley & Fillingim, 2013; Brooks et al., 2015; Cairns &
Gazerani, 2009; Ceccarelli et al., 2003; Sanoja & Cervero, 2008).

As alternativas de tratamento para proporcionar uma melhor qualidade de vida a estas
pacientes sdo as combinagdes medicamentosas, com relaxantes musculares e antidepressivos
(Rivera & Vallejo, 2016) com as terapias ndo farmacoldgicas, como o exercicio aerdbico,
meditacdo e praticas de yoga (Brederson et al., 2011; Clauw & Crofford, 2003; Gregory et al.,
2013b). Dentre as opg¢des farmacolodgicas, tem-se surgido as terapias hormonais. A ampla
variedade da administracdo dos horménios que proporcionam um equilibrio na homeostase com
resultado na melhora na qualidade de vida esta crescendo e com diferentes resultados (Jones et
al., 2003; Malemud, 2012).

Como alternativa para o desenvolvimento de terapias, farmacoldgicas ou néo
farmacoldgicas, conta-se com modelos animais da patologia em questéo. Tais modelos buscam,
de maneira controlada e ética, mimetizar a sintomatologia ou um sintoma especifico (Menezes,
2013) Um dos modelos comumente utilizados mimetiza a HMCD, sendo baseado no
pressuposto de que a reducdo do pH aumenta a atividade dos nociceptores e produz uma
resposta dolorosa em humanos. Deste modo, utiliza-se uma dupla injecéo de solugédo salina
acida (pH 4.0) no musculo gastrocnémio esquerdo com intervalo de 05 dias entre as injecdes.
Esse modelo produz hiperalgesia no local ou proximo da regido da infusdo, assim como em
regibes mais distantes. Essa hiperalgesia mantem-se por um periodo de até 4 semanas (longo

periodo) apds a segunda injecdo de salina &cida (Sluka et al., 2001).

2.2 Acdo hormonal na modulagdo nociceptiva

A razdo para a predominancia feminina nas sindromes de dores crénicas, assim como a
FM, ainda ndo € totalmente esclarecida (Aloisi & Bonifazi, 2006; Brooks et al., 2015; Fillingim
& Ness, 2000; Macfarlane, 2002; Sanoja & Cervero, 2008), havendo controversias sobre a
relacdo hormonal nesta condicao cronica, podendo ser considerada precursora ou ainda se a
alteracdo hormonal acontece como sintoma (Aloisi & Bonifazi, 2006; Kuba & Quinones-Jenab,
2005; Martin, 2009). Estudos indicam que essa diferenca do quantitativo de mulheres
comparado aos homens com dores cronicas pode estar relacionada com a resposta diante do
estresse vivido pela presenca constante da dor (Aloisi & Bonifazi, 2006), assim como também

pelo dimorfismo sexual na funcdo cerebral frente aos esterdides circulantes, como também na
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sensibilidade maior ao horménio adrenocorticotréfico (ACTH) do coértex feminino,
principalmente das pacientes pré menopausa (Aloisi & Bonifazi, 2006).

As alteracdes hormonais podem influenciar no comportamento das fémeas, sejam da
espécie humana ou de outras espécies de animais, como ratos, camundongos e macacos (Craft
et al., 2004; Fillingim, 2000; Kuba & Quinones-Jenab, 2005; Mora et al., 1996a; Pillemer et al.,
1997). Enguanto que no momento de transicdo hormonal da menopausa é considerado a fase
mais critica, desde sintomas classicos deste periodo como também no desenvolvimento de
patologias crénicas (Aloisi & Bonifazi, 2006).

Os fatores estressores podem influenciar o equilibrio dos horménios, como sua
producdo e acdo. Entre estes fatores, podemaos citar, doencas psicolégicas, exposi¢do a toxinas,
exercicio extremo, estresse relacionado a situacdes cronicas como a FM (Bote et al., 2012). Os
mecanismos de acdo hormonal ou até mesmo a producdo dos hormonios, seja dos eixos
hipotalamo-hipofise-adrenal (HPA) como o hormonio liberador de corticotrofina (CRH),
hormonio adrenocorticotréfico (ACTH), ou hipotalamo-hipofise-tireoide (HPT), como o
horménio tireoestimulante (TSH); ou hipotalamo-hipé6fise-gonodal (HPG), tais como horménio
liberador de gonadotrofina (GnRH), horménio foliculo estimulante (FSH), hormoénio
luteinizante (LH), andrdgenos, estrogenos e progestogenos ficam desequilibradas, alterando o
funcionamento de mais horménios (Aloisi & Bonifazi, 2006; Bote et al., 2012).

Os hormonios sexuais (testosterona e estrogénio) podem apresentar fungdes
antinociceptivas ou pro-nociceptivas (Craft et al., 2008; Sanoja & Cervero, 2008) e a variacdo
na quantidade produzida desses hormdnios oscila diretamente essas funcdes. Como ocorre em
mulheres na fase de menopausa, onde a producdo de seus hormonios sexuais decaem (Cairns
& Gazerani, 2009). As diferencas sexuais na nocicep¢do e na analgesia podem ser vistas com
frequéncia, visto que as mulheres sdo mais sensiveis a dor, mais propensas a cronificacdo da
dor e menos sensivel a alodinia (Tajerian et al., 2015).

Pesquisas neste campo apontam também para as diferencas no processamento e
modulag¢do nociceptiva por mecanismos neuronais genéticos e neuroquimicos em cada sexo.
Esses sistemas parecem ser afetados pelos horménios gonadais circulantes. Existem estudos
que indicam que a diferenca parece estar ligada aos receptores de estrogeno presentes no
circuito neural que interagem com receptores de glutamato, alterando a sinalizacao intracelular
que ¢ de extrema importancia para a nocicepcao (Craft et al., 2004; Tajerian et al., 2015).

O comportamento que indica hiperalgesia muscular em ratas fémeas com ciclo estral
regular ndo é alterado em funcdo da variagdo hormonal (Sanoja & Cervero, 2008), pois as fases

de seus ciclos estrais possuem curta duragao, compreendendo de dias a horas (Marcondes et al.,
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2002). Porém, em animais submetidos a ovariectomia, o estado de hiperalgesia (e sua prevengao
e até reversdo) apresentam alteracGes com os niveis de estrégeno circulante, onde a presenca
do horménio pode reverter a hiperalgesia mecénica e térmica (Sanoja & Cervero, 2008).

Fémeas apresentam variacdo dos hormonios durante o ciclo estral em comparacdo aos
machos. As fémeas em fase de diestro (com estrogeno e progesterona comegando a aumentar)
apresentam sinais que indicam hiperalgesia e inflamagdo. Na mesma comparac¢éo, porém
durante a fase de proestro (0s niveis de estrogeno continuam a aumentar, porém a progesterona
ja atingiu o pico) os niveis de hiperalgesia e inflamacédo sao préximos aos comportamentos dos
machos. Essas interacGes entre hormonios e comportamentos referentes a nocicepgdo Ssao
indicativos da relacdo hormonal sob o sistema nociceptivo (Fillingim & Ness, 2000; Sanoja &
Cervero, 2008).

Ha estudos que indicam que mulheres ovariectomizadas apresentam mais chances de
desenvolver a FM (Brooks et al., 2015). Porém, ainda néo é claro como acontece a relagao de
nocicepgdo em ratas ovx, por ndo ter certeza de seu completo mecanismo, mas pode criar a
hipdtese de que o estradiol modula o receptor p-opioide em regides diferentes no cérebro de
machos e fémeas, visto que em situacbes com baixa de estradiol e progesterona estdo
relacionados a reducgdo da funcdo do sistema opioide enddgeno (Craft et al., 2004; Sanoja &
Cervero, 2008). Além do estrogeno potencializar as a¢cdes do glutamato em varios locais no
sistema nervoso com agdo pro-nociceptiva, visto que os receptores de estradiol sdo expressos
nos neurdnios da raiz dorsal e interagem com receptores de glutamato, interferindo a sinalizacéo
intracelular da via nociceptiva (Sanoja & Cervero, 2008; Tajerian et al., 2015).

Em experimento com animais, a injecao de estradiol no cérebro de machos induziu ap6s
dois dias, 0 aumento da quantidade de lambedura da pata ap6s injecdo de formalina, indicando
comportamento referente a hiperalgesia neste teste comportamental. Além disso, ao administrar
estrdgeno e progesterona em ratas ovariectomizadas, estas apresentam um aumento do laténcia
da hiperalgesia (Aloisi & Bonifazi, 2006), indicando diminuicdo ou estabilizacdo do nivel de
sensibilidade.

O ciclo estral das ratas ndo pode ser comparado na sua totalidade com o ciclo menstrual,
mas ha semelhancas que podem facilitar a compreensdo da relagdo entre os hormonios e na
interferéncia da nocicepgdo. Nos humanos, ja se sabe que 0s hormdnios gonadais podem inferir
em multiplos sistemas no sistema nervoso central, como a via de sinalizagcdo da dor. Por
exemplo, esterdides sexuais alteram os niveis de neurotransmissores envolvidos no mecanismo
nociceptivo, como GABA, glutamato, dopamina, serotonina e norepinefrina (Aloisi & Bonifazi,

2006). Além da interferéncia reciproca, estrdgeno e progesterona promovem um controle nos
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niveis de LH e peptideos opidides, inibindo a secrecdo pituitaria de LH. O LH, por sua vez,
desestabiliza os receptores opidides no cérebro, causando as dores do periodo pré menstrual,
caracteristico da fase lutea (Aloisi & Bonifazi, 2006; Fillingim & Ness, 2000).

Além dessas relag@es dos hormdnios com os mecanismos da dor, como a colocalizacédo
de receptores pL-opidides e para estrogeno em nucleos hipotaldmicos (Aloisi & Bonifazi, 2006),
essas interacOes entre os hormonios gonadais e o sistema neuro modulador central podem
influenciar a sensibilidade do laténcia da dor, devido a eficacia da inibicdo da dor enddgena e
resposta aos agentes farmacoldgicos decorrente da alteracdo na densidade do receptor de
sensibilidade (Aloisi & Bonifazi, 2006; Craft et al., 2004; Fillingim & Ness, 2000).

O estrdgeno aumenta o contetdo do fator de crescimento neuronal (NGF) no corno
dorsal, induz a expressdo de c-Fos no hipocampo e ativa a MAP-quinase (Craft et al., 2004),
além disso, o estrogeno aumenta o numero de espinhos dendriticos e sinapses excitatorias nos
neurdnios do hipocampo, e rapidamente excita os neurdnios do cortex cerebral, cerebelo e
hipocampo. Tais fatores podem aumentar a suscetibilidade para a dor (Aloisi & Bonifazi, 2006).

Apesar da existéncia de estudos, clinicos e experimentais, sobre a interferéncia dos
horménios no desenvolvimento nociceptivo, ainda permanece inconclusivo como ocorre o
funcionamento apo6s a interrupcdo da producdo de hormdénios, como na menopausa, no
desenvolvimento de dores cronicas como a fibromialgia, patologia que afeta majoritariamente
mulheres em situacfes de menopausa. Entre os objetivos deste trabalho, buscamos compreender
a relacdo dos hormonios sexuais femininos (estrogeno e/ou progesterona) no desenvolvimento
da FM. Assim como destacar a terapia hormonal com melhor efetividade para as mulheres com
FM.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar as alteracbes comportamentais derivadas da administracdo hormonal de
estrégeno e progesterona em ratas Wistar submetidas ao modelo de fibromialgia como papel
profilatico e; os efeitos do tratamento hormonal, nos indices de dor das mulheres com

fibromialgia.

3.2 Objetivos especificos

Comparar o efeito resultante da profilaxia hormonal (estrégeno e/ou
progesterona) em animais com ciclo estral regular (grupos controle negativo —
CTRL- e controle positivo — CTRL+) nos testes comportamentais referentes a
motricidade e nocicep¢do em modelo experimental de hiperalgesia muscular
cronica difusa;

Verificar a influéncia especifica do estradiol (E2), progesterona (P4) e de ambos,
por meio do protocolo de reposicdo hormonal de forma profilatica e continua
nos testes comportamentais dos animais submetidos ao modelo de hiperalgesia
muscular cronica difusa;

Realizar sintese e analise dos dados existentes na literatura (revisao sistematica)
a respeito dos efeitos dos diferentes protocolos hormonais no tratamento da

sintomatologia da fibromialgia.
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4 MATERIAL E METODOS

Foram desenvolvidos dois estudos independentes. O primeiro estudo foi desenvolvido
em modelo animal, e o estudo seguinte foi uma revisdo sistematica. Ambos estudos avaliaram
a interferéncia dos horménios sobre a sintomatologia da FM, tais como, nivel da dor, falta de
motivacao, sensibilidade cutanea. Sendo o primeiro estudo voltado para a acdo de prevencao
dos sintomas da FM, em modelo animal; e as opcGes de tratamento hormonal foram abordadas

no estudo subsequente.

4.1 Material e métodos do estudo de profilaxia hormonal em ratas
ovariectomizadas submetidas ao modelo de hiperalgesia muscular cronica difusa

4.1.1 Animais

Apbs aprovacéo pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal da Universidade Federal de
Sergipe (CEPA/UFS) sob o numero de protocolo 03/2017, foram utilizadas 42 ratas Wistar
pesando cerca de 200 g, com idade de dois meses, provenientes do Biotério Setorial da
Universidade Federal de Sergipe e mantidas no Biotério do Laboratério de Pesquisa em
Neurociéncias (LAPENE) da Universidade Federal de Sergipe (UFS). O estudo seguiu as
recomendacdes do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA), da Sociedade
Brasileira de Ciéncias em Animais de Laboratério (SBCAL) e da International Association for
the Study of Pain (IASP). Os animais foram mantidos em ambiente climatizado, com exaustor,
temperatura de 23°C a 25°C, e em ciclo claro-escuro de 12 horas, com alimentacdo (racédo
Nuvilab® de acordo com a média de peso dos animais) e agua disponiveis ad libitum.

Apds a recepcdo dos animais no laboratério, os mesmos foram divididos para a locagédo
nos mini-isoladores em grupos com 03 fémeas e 01 macho. Cada grupo foi mantido em mini
isoladores de polisulfona com medidas 48,3 x 33,7 x 21,4 cm, em rack ventilado, com uma
divisoria de polisulfona que permitia a troca gasosa entre os lados da caixa, porém néo havia
contato fisico ou visual entre as fémeas e 0 macho. Permitindo que houvesse a maturacdo sexual
das fémeas pela circulacdo do feromdnio do macho disponivel ao lado, sem o estresse dos
machos e fémeas (Menezes, 2013). Quando as fémeas completavam cerca de 1 més de vida, 0s
ciclos estrais eram colhidos diariamente entre as 07h00 e as 09h00 e apenas as fémeas que
apresentassem trés ou mais ciclos estrais regulares (Marcondes et al., 2002) participavam das

fases do experimento, pois indicava ciclo estral regular.
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4.1.1.1 Divisao dos grupos experimentais

De acordo com as séries experimentais, 0s animais foram separados em grupos de 06
animais. Sendo alocados em grupos denominados como controle negativo, controle salina
acida, ovariectomizadas, veiculo, progesterona, estrégeno, e por fim, progesterona e estrégeno

como mostra a tabela a seguir (Tabela 1), sendo descritos com maiores detalhes a seguir.

Tabela 1: Divisdo dos animais segundo a série experimental e os grupos referentes. Sigla dos grupos Grupo
progesterona e estrogeno (P4+E2), estrogeno (E2) progesterona (P4), veiculo (Veic.), ovariectomizadas (OVX),
controle salina &cida (CTRL+) e controle negativo (CTRL-).

DIVISAO DOS GRUPOS DE ANIMAIS NUMERO DE ANIMAIS

GRUPO PROGESTERONA E ESTROGENO 06
P4+E2

GRUPO ESTROGENO E2 06
GRUPO PROGESTERONA P4 06
GRUPO VEICULO VEIC. 06
GRUPO OVARIECTOMIZADAS OVX 06
GRUPO SALINA ACIDA CTRL+ 06
CONTROLE CTRL- 06
TOTAL DE ANIMAIS 42

A divisdo e descricdo das etapas que o grupo de animais foram submetidos segundo o
grupo correspondente foi a seguinte:

- Grupo E2+P4: passaram pela remocéo bilateral do ovario, receberam solugéo
salina &cida no protocolo de inducéo de HMCD, receberam reposi¢do hormonal de progesterona
e estrogeno diluidos em seus veiculos correspondentes, que eram administrados em momentos
diferentes e em vias de administracdo também diferentes;

- Grupo E2: passaram pela remocéo bilateral do ovario, receberam solugéo salina
acida no protocolo de inducdo de HMCD, recebeu o veiculo aquoso correspondente a diluicdo
da progesterona e reposi¢ao hormonal de estrogeno em concentracgéo diluida em veiculo oleoso,
que eram administrados em momentos diferentes e em vias de administragdo também
diferentes;

- Grupo P4: passaram pela remocdo bilateral do ovario, receberam solugéo salina

acida no protocolo de inducdo de HMCD, recebeu reposicdo hormonal do hormonio
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progesterona em concentracao diluida no veiculo aquoso e o veiculo oleoso correspondente a
diluicdo do estrogeno, que eram administrados em momentos diferentes e em vias de
administracdo também diferentes;

- Grupo veic.: passaram pela remocdo bilateral do ovario, receberam solugéo
salina acida no protocolo de inducdo de HMCD, ndo recebeu reposicdo hormonal, porém
recebeu os veiculos correspondentes ao tratamento hormonal;

- Grupo OVX: passaram pela remogéo bilateral do ovario, receberam solugédo
salina &cida no protocolo de inducdo de HMCD, ndo recebeu reposi¢cdo hormonal e néo
receberam o veiculo correspondente ao tratamento hormonal;

- Grupo CTRL+: ndo passaram pela remocdo bilateral do ovério, receberam
solucdo salina &cida no protocolo de indugdo de HMCD e;

- Grupo CTRL-: ndo passaram pela remocéo bilateral do ovério, e receberam
solucéo salina neutra no protocolo de inducdo de HMCD.

Os animais do grupo CTRL- possuiram funcdo de controle negativo do modelo de
HMCD, enquanto o grupo CTRL+ era o controle negativo da interferéncia da cirurgia de
remoc¢do ovariana no modelo de HMCD. O grupo OVX é o controle negativo do processo de
injecdo intraperitoneal e subcuténea, e o grupo Veic, controle negativo dos veiculos adotadas
na diluicdo hormonal. Os demais grupos P4, E2 e PA+E2 receberam duas injecdes, subcutanea
ou intraperitoneal, com o horménio correspondente ou veiculo, segundo 0 grupo pertencente.

De forma mais sucinta, vide tabela 2.

Tabela 2: Divisdo dos animais segundo 0 grupo e presencga ou auséncia de determinada etapa da série experimental.
Sigla: Grupo progesterona e estrogeno (P4+E2), estrogeno (E2) progesterona (P4), veiculo (Veic.),
ovariectomizadas (OVX), controle salina acida (CTRL+) e controle negativo (CTRL-).

INDUCAO DO
GRUPO CIRURGIA MODELO DE TRATAMENTO HORMONAL
HMCD
P4+E2 Ovariectomia Sim PA4+E2
E2 Ovariectomia Sim E2 e veiculo aquoso
P4 Ovariectomia Sim P4 e veiculo oleoso
VEIC Ovariectomia Sim Veiculo aquoso e veiculo oleoso
OVX Ovariectomia Sim Nao
CTRL+ Nao Sim Nao
CTRL- Nao Nao Nao
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4.1.2 Testes comportamentais

O processo de aclimatagdo foi realizado para habituar os animais ao ambiente, ao
manuseio dos avaliadores e aos aparelhos para avaliagdo comportamental. A principio, 0s
animais foram aclimatados para o manuseio experimental que era realizado durante a coleta do
lavado vaginal e posterior avaliagdo do ciclo estral. Essa aclimatacédo foi realizada durante 1
semana, sempre respeitando a faixa de horario pré-determinado (07h00 as 09h00).

Ap0s a selecdo somente de ratas identificadas com maturacdo sexual e peso adequado
(200 a 250 g) e presenca de ciclo estral regular, os animais foram aclimatados nos aparelhos
que foram utilizados para a avaliacdo comportamental. Os animais eram mantidos em suas
caixas na sala de comportamento por 20 minutos. Passado esse tempo, 0s mesmos foram
aclimatados para o teste de sensibilidade mecanica cutanea e laténcia térmica, os quais
necessitam aclimatizacdo. Para o teste de sensibilidade mecanica, os animais eram deixados no
equipamento por 30 minutos, enquanto eram realizadas estimulaces na superficie plantar das
patas traseiras a cada 15 minutos (Vivancos et al., 2004). Para a aclimatacdo no equipamento
para a avaliacdo da laténcia térmica (placa quente ou hot plate), o mesmo era mantido desligado
e 0s animais permaneciam 05 minutos na plataforma por 3 vezes intercalados com intervalos
de 10 minutos para o monitor de atividades ndo é necessario aclimatizacdo prévia. Esse

processo foi realizado durante os dois dias consecutivos, que antecedem o dia 0 do experimento.

4.1.2.1 Mensuracdo do limiar mecanico de retirada da pata

O limiar mecanica de retirada da pata foi avaliada por meio do von Frey eletrénico
(modelo EFF 301, Insight®, Ribeirdo Preto, SP, Brasil). O aparato € composto por uma caixa
de amplificadores e um transdutor, o qual apresenta a capacidade de aferir valores entre 0 g a
1000 g sendo convertidos em micro Newton (0 mN a 10000 mN sob escala) ao multiplicar por
10. Para a realizacdo do teste, 0s animais permaneceram no interior de um cubiculo de acrilico
sob uma superficie gradeada de acordo com a Figura 1.

Um estimulo foi aplicado nas patas traseiras, de forma continua, com o transdutor até
gue o animal apresentasse 0 comportamento de retirada da pata. O estimulo foi repetido por
cinco vezes e a média das trés repeti¢cdes mais proximas era registrada. Esse valor foi convertido
para mN e determinado como laténcia mecanico de retirada da pata. A reducdo do valor foi
interpretada como hiperalgesia mecanica (Vivancos et al., 2004).

Sendo excluidos os animais que apresentassem reducédo da laténcia de alguma das patas
traseiras na avaliacdo basal ou na avaliacdo pés cirurgica das séries experimentais que

continham este procedimento.
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Figura 1: Aparato de mensuragdo, von Frey eletrénico. Fonte: Arquivo
do Laboratério de pesquisa em neurociéncias — UFS.

4.1.2.2 Mensuracdo da laténcia térmica

Para avaliacdo da laténcia térmica, foi utilizado o teste da placa quente (hot plate)
(modelo EFF-361, Insight®, Ribeirdo Preto, SP, Brasil) (Figura 2). Nesse teste, consideramos
como laténcia de resposta, o tempo (em segundos) em que 0s animais permaneceram sobre uma
chapa metélica aquecida (55+0,5°C) até expressar uma resposta ao estimulo térmico. Essa
reacao foi caracterizada pelo comportamento de salto/pulo, levantar ou lamber as patas traseiras
(Malmberg & Bannon, 1999). Como forma de preservagdo em evitar danos teciduais no animal,

foi determinado um tempo de corte utilizado de 20 segundos.

Figura 2: Placa quente. Fonte: Arquivo do
laboratdrio de pesquisa em neurociéncias - UFS

4.1.2.3 Mensurag&o da atividade locomotora
Para avaliacdao da funcdo motora, foi utilizado o software “Monitor de Atividades IR”

(modelo EP 149, Insight®, Ribeirdo Preto, SP, Brasil). O aparelho é composto pelo software
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juntamente com a caixa de atividades, com as dimensdes de comprimento: 50 cm, altura: 48
cm, profundidade: 50 cm (Figura 3). Juntamente com a caixa de atividade é acoplado 6 barras
com sensores infravermelhos, que sdo capazes de detectar a posi¢do do animal na caixa durante
a realizacdo desse teste comportamental. Por meio desse equipamento foi captada a distancia
percorrida. Cada animal foi colocado individualmente na caixa de atividades, onde este
permanecia durante 5 minutos iniciais sem a captacdo de movimentos, sendo que os 10 minutos
seguintes foram registrados e arquivados como teste comportamental, a fim de descartar os
movimentos referentes ao estresse quanto a mudanca de ambiente e ndo ha necessidade anterior
de aclimatacéo, pois o teste de avalia a atividade locomotora livre. Neste teste comportamental,
foi avaliado a atividade locomotora, sendo esta desempenhada por estruturas envolvidas em
mecanismos supraespinhais e/ou cerebrais, diferentes das respostas relacionadas na modulacao

de respostas reflexivas, que estdo no corno dorsal da medula (Le Bars et al., 2001).

S 2 £ .-

Figura 3: Monitor de atividades. Fonte: Arquivo do Laboratorio
de Pesquisa em Neurociéncias - UFS.

4.1.3 Inducdo do modelo de hiperalgesia muscular cronica difusa (HMCD)

Apo0s o periodo de aclimatagdo e sele¢do dos animais pela auséncia de algesia anterior
pela avaliacdo das laténcias de retirada mecénica das patas, 0s animais passaram pela inducao
de hiperalgesia ndo inflamatéria. O modelo proposto causa hiperalgesia crénica (com um platé
de hiperalgesia por até 04 semanas) sem a inducdo de processos inflamatorios diretos e de
maneira bilateral, similar ao processo de hiperalgesia muscular da fibromialgia em humanos.
Esse modelo foi proposto por Sluka, onde os animais foram anestesiados com isoflurano
inalatorio (2-5%; Biochimico, Itatiai — Rio de Janeiro, Brasil) e um volume de 100 pL de salina

estéril com pH 4,0 (4cida) calibrada em PHmetro, foi injetada no musculo gastrocnémio
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esquerdo no dia 0 (injecdo 1) e, apds o intervalo de 05 dias, 0s animais recebem novamente, o
mesmo volume da solucdo salina &cida (injecdo 2) (Figura 4). Este procedimento produz
hiperalgesia mecanica bilateral persistente no musculo e na pata 24h apos a aplicacdo de
segunda injecdo e persiste por um periodo de até 4 semanas (Sluka et al., 2001). Como
comparativo, animais do grupo controle negativo receberam injecdes de salina neutra (pH 6,8
- 7,0).

Dia -2 Dia-1 Dia 0 Dia § ih Dia 6
[ 4 @ L J @ @ @ ® L 2 L ]
Aclimatagio l . Y
¢ Testes comportamentais Aplicagio da_II injegio
de salina
pH 4.0 (100 uL)

Aplicagio da I injegdo de
salina

pH 4.0 (100 uL)

Testes comportamentais

Figura 4: Delineamento experimental do modelo de hiperalgesia muscular crénica difusa (HMCD).

4.1.4 Ovariectomia

Para a realizacdo da cirurgia de remogcdo bilateral dos ovarios, foram utilizadas somente
as ratas que apresentaram ciclo estral regular. Antes do procedimento cirurgico 0s animais
receberam uma injecdo intraperitoneal (ip) (1 mL/100 g de massa corporal) de ketamina (80
mg/kg) e xilasina (20 mg/kg) diluidas em salina isoténica. Apds a comprovacao do estado de
anestesia do animal, o local da incisdo foi tricotomizado e submetido a assepsia com alcool
iodado. Com o animal em decubito lateral, foi realizada uma pequena incisdo através da pele e
da musculatura abdominal entre o bordo superior da coxa e a Ultima costela. Através desse
orificio, era possivel identificar o ovario que se encontra envolto de uma vasta camada de
gordura. Realizava-se um ponto de ligadura entre a tuba uterina e as artérias ovaricas a fim de
evitar sangramentos excessivos, para entdo ser realizada a remogdo dos ovarios com uma
tesoura cirdrgica. As tubas uterinas sdo reposicionadas dentro do abdémen e realizada a sutura
local. Esse procedimento era realizado em ambos os lados de cada animal. Ap6s o procedimento
cirurgico, os animais receberam uma dose profilatica intramuscular de antibiotico (Pentabidtico
Veterinario, Fort Dodge, Campinas, Brasil; 0,1 mL/animal), analgésico flunixina meglumina
via intramuscular (im) (2,5 mg/kg; Banamine; Schering-Plough, Rio de Janeiro, Brasil) além
de receberem recuperacéo hidrica intradérmica com 1 mL de ringer lactato durante os 03 dias
de isolamento em gaiolas individuais, até observacdo dos pontos cirurgicos e auséncia de

hiperalgesia em decorrido da cirurgia.
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4.1.4.1 Reposic¢do hormonal

Os animais receberam reposi¢cdo hormonal como forma de garantia que o hormoénio
aplicado era o prevalente na circulacdo sanguinea durante o decorrer do protocolo experimental.
Esses animais pertenciam aos grupos progesterona (“P4”), grupo estrogeno (“E2”) e grupo
progesterona e estrogeno (“P4+E2”) recebendo os hormonios equivalentes; enquanto que o
grupo “veic” recebeu apenas o veiculo onde os hormdnios eram diluidos (Aquino et al., 2017;
Franci et al., 2010; Markowska & Savonenko, 2002).

A divisdo de reposicdo hormonal foi realizada da seguinte forma:

1) Grupo P4+E2: cipionato de 17 beta estradiol sc. (200pg/ml dleo de algodao;
Pfizer, Sdo Paulo, Brasil) e acetato de medroxiprogesterona ip (Img/kg/mL de agua; Pfizer,
Sédo Paulo, Brasil);

2) Grupo E2: cipionato de 17 beta estradiol sc. (200 pg/ml 6leo de algodao; Pfizer,
Séo Paulo, Brasil);

3) Grupo P4: acetato de medroxiprogesterona ip. (mg/kg/mL de agua destilada;
Pfizer, Sdo Paulo, Brasil) e

Grupo veic. (veiculo): (animais controles) receberam injecéo de solucédo salina com
o pH 7,2 e o veiculo (oleoso) para simular o protocolo de reposi¢do hormonal.

O resultado do esfregaco vaginal foi acompanhado ap6s trés dias do inicio da reposicdo
hormonal a fim de verificar a eficacia da reposicao hormonal. Desta forma, a presenca de células
epiteliais cornificadas na citologia vaginal, indicava a eficacia da reposicao hormonal. Por outro
lado, a presenca de uma predominéncia de leucécitos no esfregaco vaginal similar aquela
encontrada na citologia de ratas que ndo recebiam a reposi¢cdo hormonal indicava a retirada

desses animais do procedimento experimental.

4.1.5 Delineamento experimental

4.1.5.1 Profilaxia hormonal em ratas ovariectomizadas submetidas ao modelo de
hiperalgesia muscular cronica difusa (HMCD).

Para a execucdo deste protocolo experimental os animais adultos que apresentavam trés
ciclos estrais regulares, passaram pelo periodo de aclimata¢do (02 dias) dos instrumentos de
avaliacdo comportamental, para que a aclimatacao ndo fosse um fator estressor na determinagéo
do ciclo estral. Apds selecionadas e aclimatadas, as fémeas seguiam para a avaliagédo
comportamental basal: nos testes de laténcia sensitivo cutaneo em ambas as patas
(analgesimetro digital), sensibilidade térmica (hot plate) e livre locomocao (distancia percorrida

— monitor de atividades). No dia posterior (dia -6) foi realizado o procedimento de remocgéo
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bilateral dos ovarios (OVX), com recuperacdo de 05 dias. Neste periodo (05 dias) os animais
eram mantidos em caixas individuais e observadas diariamente quanto a cicatrizagdo,
locomocdo dentro das caixas, comportamento de observacdo para verificar a existéncia de
estresse posterior a cirurgia, presenca de hemorragias e controle de alimentagéo e ingestdo de
agua. As fémeas destinadas ao grupo CTRL- e CTRL+, ndo passaram pelo procedimento de
OVX, sendo escolhidas de maneira aleatoria.

Ao final deste periodo de acompanhamento (05 dias) os animais que passaram pela
cirurgia foram avaliados quanto a laténcia sensitiva cutaneo e caso apresentassem uma
diminuicdo na média comparado a laténcia basal, 0 animal era excluido por motivos éticos. No
dia seguinte (dia 0) iniciava-se o protocolo de dupla injecdo de salina acida (dia O e posterior
dia 05) no masculo gastrocnémio esquerdo causando um pico de hiperalgesia ipsilateral e
contralateral no dia da avaliacdo final (dia 06) perdurando por até 04 semanas.

O protocolo de reposi¢do hormonal foi iniciado apds o periodo de recuperacéo total da
cirurgia de remocao dos ovarios (05 dias) no dia -1 e se estendendo até o final do protocolo,

como representado na figura 5. Acontecendo diariamente entre o intervalo de 07h00 as 09h00.

Ovariactomiz

{Dia -6) Injegio salina (1% Injecio salina (2
L. . Diz () ia 5
Dia-T . Dia-1) Dia D) (©i23) (Dia §)
L - ——— @ Y
Aclimatagdo ! | ! k T !
e cielo estral Acompanhamento Tastes
Testes . Recu_pa.rapso comportamentais
comportamentals (03dias) | (avaliagio final))
(Av. basal) |
Reposizio
Hormonal Coleta de sangue

Figura 5: Delineamento experimental do protocolo de profilaxia hormonal em ratas ovariectomizadas
submetidas ao modelo de hiperalgesia muscular crénica difusa (HMCD).

4.1.6. Anélise estatistica

Os resultados foram analisados através do software GrapahPad Prism 6.0 (GraphPad
Software®, San Diego, CA, EUA) e expressos em intervalo interquartil e mediana.
Primeiramente foi realizado o teste de normalidade de Shapiro-Wilk. Para a anélise estatistica
da interferéncia dos hormonios sexuais no modelo de hiperalgesia muscular cronica, foram
analisados o0 momento final e 0 momento basal aos procedimentos descritos, usando o teste

estatistico utilizado foi Teste t. Ambas analises foi adotado valor significativo de p<0,05
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4.2 Métodos do estudo - Efeito de diferentes tratamentos hormonais na dor e
qualidade de vida de mulheres com fibromialgia: revisao sistematica

O protocolo desta revisdo sistematica foi registrado no Registro Prospectivo
Internacional de Revisdes Sistematicas (PROSPEROQ), sob o nimero CRD42016033836 ou
pelo link: http://www.crd.york.ac.uk/PROSPERO/display record.asp?ID=CRD42016033836.
Foi utilizado o conjunto de itens a serem avaliados sugerido no Preferred Reporting Items for

Systematic Reviews and Meta-analysis (PRISMA) para avaliar os estudos aleatorizados.

A questdo norteadora e formadora da estratégia PICOT da revisdo foi: “Qual é o efeito
da terapia hormonal na dor de mulheres com fibromialgia?”

4.2.1 Critério de incluséo

Os critérios de inclusdo estavam de acordo com a estratégia PICOT da seguinte forma:

Participantes: apenas pacientes do sexo feminino com diagnéstico de FM foram
incluidos nesta revisao, com faixa etaria referente a adulto (18 — 65 anos).

Intervencdo: tratamento hormonal especifico para mulheres com diagnéstico de FM.

Grupo de comparacdo: comparado com placebo ou outro tratamento farmacoldgico
usual para sintomas e sinais de FM.

Medidas de desfecho: os desfechos primarios analisados foram intensidade de dor,
laténcia de tolerancia a dor e sensibilidade ao toque nos pontos dolorosos. Como desfechos
secundarios, avaliamos a interferéncia na fadiga, a qualidade de vida, a qualidade de sono e a
funcdo cognitiva.

Tipo de estudo: apenas ensaios clinicos controlados ou do tipo cross-over foram
incluidos no estudo, por serem considerados também um ensaio clinico.

4.2.2 Selecéo de estudos e extracdo de dados

A pesquisa foi realizada de marco de 2020 até setembro de 2020, com atualizacGes de
busca a cada 06 meses, sendo a Ultima atualizacdo em julho de 2022. Um total de sete bancos
de dados eletronicos e internacionais foram usados para realizar as pesquisas: Medical
Literature Analysis and Retrieval System Online (MEDLINE), PubMed, Excerpta Medica
database (EMBASE), Cochrane Central Registrer of Controlled Trials (CENTRAL),
SPORTDiscus, PsycINFO e PEDro.

Os bancos de dados foram pesquisados usando os seguintes termos (termos Mesh) em
inglés: “fibromyalgia”, “hormone replacement therapy”, “hormone”, “treatment outcome” e
“drug therapy”. Esses termos foram combinados em cinco estratégias de busca: 1.
"fibromyalgia” AND "hormone replacement therapy " AND "Drug therapy"; 2. "fibromyalgia"
AND "drug therapy "; 3. "fibromyalgia® AND "hormone replacement therapy"; 4.


http://www.crd.york.ac.uk/PROSPERO/display_record.asp?ID=CRD42016033836
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"fibromyalgia” AND "hormone" AND "treatment outcome"; 5. "fibromyalgia™ AND "drug
therapy" AND "hormone". Essas estratégias foram adaptadas para as bases de dados listadas
sem filtros especificos. Ndo houve restricdo para data de publicacdo ou idioma. Apds a
conclusdo de todas as buscas nas bases de dados listadas, organizacdo por ordem alfabética,
exclusdo das duplicatas, a selecdo dos artigos foi feita de acordo com os critérios de incluséo.
A selecdo foi feita inicialmente pela leitura dos titulos, seguida pela leitura do resumo e, por
fim, o texto na integra, sendo eliminados os textos que ndo se adequassem aos critérios pré-
estabelecidos em cada fase de leitura (titulo, resumo e texto na integra).

4.2.3 Avaliacdo de qualidade e viés de risco

A qualidade metodolégica de cada estudo foi avaliada de forma independente por dois
avaliadores, com base na ferramenta da Colabora¢do Cochrane para avaliar o risco de viés. A
avaliacdo seguiu sete dominios: viés de selecdo (geracdo de sequéncia de aleatorizacdo e
ocultacdo de alocacgdo), viés de desempenho (mascaramento dos participantes e profissionais),
viés de deteccdo (mascaramento do avaliador de resultado), viés de atrito (dados de resultados
incompletos ou a justificativa de perda), vies de relato (relato de desfecho seletivo) e a
existéncia de financiamento privado. Em todos os estudos, cada item foi classificado de acordo
com trés categorias: baixo risco, alto risco e risco incerto nos estudos em que houve auséncia
de descricdo clara desses dominios avaliados. Para a elucidacdo do risco de viés em alguns
dominios, os autores foram consultados via contato (endereco eletrénico) informado no artigo
em outubro de 2020, sendo novamente contactados em maio de 2022. Todas as analises foram

realizadas usando Revman 5.3®.
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5 RESULTADOS

5.1 Resultados do estudo profilaxia hormonal em ratas ovariectomizadas
submetidas ao modelo de hiperalgesia muscular crénica difusa

5.1.1 Validacdo do modelo de HMCD em ratas fémeas

Os valores da hipersensibilidade ao estimulo de ambas as patas traseiras dos animais do
grupo CTRL+ e CTRL- sdo indicativos da efetividade do modelo proposto e com eficacia
também estabelecida no grupo de animais que foi o foco do nosso trabalho, as fémeas.

Na tabela a seguir (tabela 3) estdo apresentados os resultados da laténcia sensitiva
cutaneo de ambas as patas traseiras dos grupos controles, nos dias 0 (laténcia registrado antes
da primeira injecdo de salina) e dia 6 (24 horas ap6s a segunda injecdo de salina). Sendo
observado reducdo significativa da laténcia de retirada de ambas as patas em relacao a avaliacdo
anterior (dia 0) nas fémeas do grupo CTRL+ (pata esquerda p=0,004 e pata direita p=0,048),
indicando que o modelo proposto por Sluka (Sluka et al., 2001) causa hiperalgesia muscular
cronica difusa também em ratas adultas. Na representacdo grafica (figura 6), pode-se observar

a diminuicdo da média do grupo CTRL+ na avaliacdo final em relacédo a avaliacao basal.

Tabela 3 — Valores da média (+ erro padrdo da média) laténcia sensitivo cutaneo (mN) no dia
0 (anterior a primeira injecao) e dia 6 (24 horas ap6s a segunda inje¢do) nos grupos CTRL+
(salina &cida) e CTRL- (salina neutra).

PATA ESQUERDA PATA DIREITA

GRUPOS Dia0 Dia 6 Valor de p Dia0 Dia 6 Valor de p
CTRL +(N=6) & 645+71 328 +47* 0,004 604 +76 358 £78* 0,048

CTRL- (N=6) 625 £53 538 £31 0,192 640 +91 504 +50 0,223

* p<0,05 quando comparado ao dia anterior (dia 0).
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Limiar sensitive dos grupos controles
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Figura 6:Representacdo grafica da média e desvio padrdo das laténcias sensitivas cutdneas pertencentes ao grupo
controle salina &cida (CTRL+ salina &cida) e do controle negativo (CTRL-salina neutra) no momento de avaliagdo
basal (dia 0) e final (dia 6). P<0,05 teste T.

5.1.2 Profilaxia hormonal em ratas ovariectomizadas submetidas ao modelo de
hiperalgesia muscular cronica difusa

5.1.2.1 Limiar sensitivo cutaneo

As fémeas dos grupos com reposicdo hormonal de ambos hormonios (P4+E2)
(ipsilateral p=0,55; contralateral p=0,97), estrogeno (E2) (ipsilateral p=0,61; contralateral
p=0,26) e de progesterona (P4) (ipsilateral p=0,30; contralateral p=0,63) ndo apresentaram
reducdo significativa da laténcia sensitiva cutaneo na avaliacdo final em relacdo a avaliacdo
basal. Os grupos Veic. e OVX, que passaram pela cirurgia de remocao ovariana e ndo receberam
reposicdo hormonal também ndo apresentaram reducdo do limiar sensitivo cutaneo na pata
esquerda (p=0,60 e p=0,13 respectivamente) e também na pata direita (p=0,33 e p=0,81
respectivamente), mesmo apo6s a indugdo do modelo de HMCD, como pode ser observado na

tabela a seguir (tabela 4) e na figura 7A e 7B.
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Tabela 4 — Média do limiar sensitivo cutaneo (mN) (£ erro padrdo da média) na avaliacdo basal e na avaliacdo
final nos grupos experimentais progesterona e estrégeno (P4+E2) estrogeno (E2), progesterona (P4), veiculo
(Veic.) e com remocéo cirdrgica dos ovarios (OVX).

Pata esquerda Pata direita
Av. basal Av.final Valordep | Av.basal Av.final Valordep
Grupo

P4+E2 (n=6) 507 £118 431 +41 0,55 378 45 376 +68 0,97
E2 (n=6) 405 +49 366 +56 0,61 465 +38 378 +62 0,26
P4 (n=6) 449 +74 356 +43 0,30 33449 291471 0,63
Veic (n=6) 434 +63 309 +41 0,60 486 +66 402 +48 0,33
OVX (n=6) 469 41 420 £80 0,13 44595 415182 0,81

* p<0,05 quando comparado a avaliagdo basal
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Figura 7:Representacdo grafica da média e desvio padrdo das laténcias sensitivas cutaneas da pata esquerda (A) e
da pata direita B pertencentes ao grupo progesterona e estrogeno (P4+E2) estrégeno (E2), progesterona (P4),
veiculo (Veic.) e com remogdo cirdrgica dos ovarios (OVX). no momento de avaliacdo basal e final. P<0,05 teste

T.

5.1.2.2 Atividade locomotora

Para a atividade locomotora, mensurada como distancia percorrida, os grupos de

animais que apresentaram alteracdo entre as avaliacdes finais e basal foram os grupos: P4 (p=

0,02), Veic. (p=0,005) e OVX (p=0,008), cujas médias na avaliacao final diminuiram de forma

significativa quando se comparada as médias da avaliagdo inicial. Os demais grupos néo

apresentaram diferenga significativa entre a avaliagdo final e basal, P4+E2 (p=0,54), E2
(p=0,08), CTRL+ (p=0,11) e CTRL- (p=0,08) (tabela 5 e figura 8).
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Tabela 5: Média (z erro padrdo da média) da distancia percorrida (em mm) na avaliacdo basal e na avaliacdo
final nos grupos progesterona e estrdgeno (P4+E2), estrdgeno (E2), progesterona (P4), veiculo (Veic.), com
remogao cirrgica dos ovarios (OVX) e nos grupos controle (CTRL+ e CTRL-).

Grupo Avaliacao basal Avaliacao final Valor de p
P4+E2 9578+1112 8406+1508 0,54
E2 100701633 5928+1410 0,08
P4 11152+657 6778+1568* 0,02
Veic 8053+765 3093+985* 0,005
OVvX 83131305 2670+1111* 0,008
CTRL+ 9874+1304 6315+1579 0,11
CTRL- 98934958 6615+1491 0,09

* p<0,05 quando comparado a avaliacdo basal

Distancia percorrida

15000 1
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E‘é
=
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- " CTRL + (salina acida)

P4+E2 E2 eic OVX CTRL

Ve fH =1 CTRL - (salina neutra)
| oVX
| com RH | | sem RH |

Figura 8: Representacédo gréafica da média e desvio padréo das distancias percorridas dos animais pertencentes ao
grupo progesterona e estrégeno (P4+E2) estrogeno (E2), progesterona (P4); que receberam reposi¢do hormonal
(com RH), veiculo (Veic.), com remocao cirdrgica dos ovarios (OVX) e grupos controle (CTRL+ e CTRL-), sem
a reposicdo hormonal (sem RH) no momento de avaliacdo basal e final. P<0,05 teste T.

5.1.2.3 Laténcia térmica
Na analise de laténcia térmica, representada por segundos (S), observamos que 0S
animais dos grupos controles ndo apresentaram diferenca significativa entre a avaliacdo final e

basal (p>0,9 em ambos os grupos). sendo que o modelo adotado de HMCD pode néo alterar a
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laténcia térmica. O grupo OVX indicou diferenga significativa entre as avalia¢des (p=0,003).
Enquanto os demais grupos nédo indicaram redugédo estatisticamente significativa da laténcia
térmica, independente da reposi¢do hormonal adotado (P4+E2 p>0,9; E2 p=0,33 e P4 p=0,11)
ou administracdo dos veiculos (Veic. p=0,44), como pode ser visto na tabela 6 e na figura 9.

Tabela 6: Média (z erro padrdo da média) da laténcia térmica na avaliacdo basal e na avaliacdo final nos grupos
progesterona e estrégeno (P4+E2), estrogeno (E2), progesterona (P4), veiculo (Veic.), com remogdo cirrgica
dos ovarios (OVX) e nos grupos controle (CTRL+ e CTRL-).

Grupo Avaliacdo basal Avaliacdo final P
P4+E2 5,540,7 5,5+1,2 >0
E2 4,8+13 6,8+14 0.33
P4 5,1+0,4 6,6+0,7 0.11
Veic 4,3%03 3,5+0,9 0.44
OVX 3,5+0,4 1,6£0,2% 0,003
CTRL+ 3,3:0,3 3,340,5 >09
CTRL- 50,4 5+0,5 >09

* p<0,05 quando comparado a avaliacdo basal

Laténcia térmica
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Figura 9: Representacdo grafica da média e do desvio padrédo da laténcia térmica dos animais pertencentes ao grupo
progesterona e estrogeno (P4+E2) estrogeno (E2), progesterona (P4); que receberam reposi¢cdo hormonal (com
RH), veiculo (Veic.), com remocéo cirdrgica dos ovarios (OVX) e grupos controle (CTRL+ e CTRL-), sem a
reposicdo hormonal (sem RH) no momento de avaliacdo basal e final. P<0,05 teste T.
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5.1.3. Comparacéo entre as médias das avaliagbes comportamentais

E possivel perceber que as médias nos diferentes instrumentos de avaliagdo
comportamental apresentaram diferencas entre as avaliacdes final e basal. Com objetivo de
identificar, e possivelmente quantificar a diferenca entre as avaliacdes basal e final, esses
graficos foram plotados.

Os graficos referentes as laténcias sensitivas cutaneas, tanto pata esquerda quanto pata
direita, as diferencas foram calculadas com a avaliacdo basal menos a avaliacéo final. Indicando
valores positivos na diferenca entre as médias, pois as médias basais sdo maiores que as médias
finais (figuras 10A e 10B). Como resultado o grupo CTRL+ foi o Unico a ter diferenca
significativa (P=0,001) entre as avalia¢Oes, porém todos 0s grupos apresentaram uma reducao
na laténcia se comparados entre as avali¢des, indicando um aumento na sensibilidade cutanea
de ambas as patas.

Nos instrumentos de avaliagdo comportamental da distancia percorrida e laténcia
térmica, as diferencas foram baseadas nos valores de média no momento final menos os valores
da média na avaliacdo basal. Para o resultado da distancia percorrida (figura 10C), os valores
da diferenca foram negativos, ou seja, as médias finais foram menores que as médias iniciais,
evidenciando que entre as avaliagOes teve diferenca significativa (P<0,0001) nos grupos OVX,
Veic, P4 e E2.

Para a laténcia térmica (figura 10D), a diferenca foi baseada na média da avaliacdo final
menos a avaliacdo basal, onde a maioria dos resultados foram com medias proximas ao zero,

indicando ndo haver diferenca significativa.
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Figura 10: Representacdo grafica da diferenca entre as médias dos testes comportamentais laténcia sensitivo
cutaneo (expresso em mm) (A. pata direita/ B. pata esquerda), distancia percorrida (expressa em mm) (C.) e
laténcia térmica (determinado por s) (D.) nos grupos progesterona e estrogeno (P4+E2) estrégeno (E2),
progesterona (P4), veiculo (Veic.), com remocao cirargica dos ovarios (OVX) e grupos controle (CTRL+ e CTRL-

).
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5.2 Resultados de - Efeito de diferentes terapias hormonais na dor e qualidade de
vida de mulheres com fibromialgia: reviséo sistematica

5.2.1 Descricao dos estudos

Inicialmente, foram encontrados 3.803 artigos na literatura nas bases acessadas de
marco de 2020 até setembro de 2020, com atualiza¢Ges de busca a cada 06 meses. As cinco
estratégias de buscas nas bases de busca de artigos cientificos, totalizou 3803 artigos, sendo que
a base MEDLINE foi a base que com maior resultado de buscas (total de 2130 producdes
cientificas). Apés as exclusdes por duplicatas, 2214 foram analisados segundo os critérios de
excluséo.

O primeiro critério de exclusdo foram os textos cientificos como revisdes, anais de
congresso, comentarios e relatos de caso, sendo um total de 1372 artigos excluidos. O segundo
critério de exclusdo foram artigos que associavam a FM com outra doenca (depresséo,
endometriose, disfuncdo temporomandibular, entre outras) correspondendo a 286 publicacdes
excluidas. Apos estas exclusBes resultaram 556 artigos, destes foram excluidos 137 por serem
publicacGes com caracterizacdo dos pacientes com FM; além da exclusdo de 385 artigos por
avaliarem outras formas de tratamento aos sintomas da FM, tais como anti-inflamatorios,
antidepressivos, além de compostos naturais.

Totalizando 34 artigos sobre tratamento hormonal para mulheres com FM que foram
avaliados na integra para atender aos critérios propostos pela estratégia PICOT. Apenas quatro
atenderam aos critérios de elegibilidade, pois 17 incluiam homens na amostra, nove ndo
respeitaram a faixa etaria estabelecida (18-65 anos) e outros quatro ndo remetiam a FM, mas a
outra doenga com dor cronica. O motivo mais frequente de exclusao do estudo foram os artigos
de revisOes, anais de congressos e relatos de caso. O esquema da sele¢do dos estudos pode ser

visto na figura 11.
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Figura 11: Fluxograma de selecdo de artigos (ensaios clinicos) sobre o uso de terapia de reposicéo
hormonal em pacientes com fibromialgia.

5.2.2 Caracteristicas dos estudos incluidos

Dentre os quatro estudos selecionados (publicados entre 1998 e 2014), todos tiveram
como critério de inclusdo de pacientes o diagnéstico de fibromialgia, seguindo as
recomendacgdes do American College of Rheumatology (ACR). As amostras foram compostas
exclusivamente por mulheres nos quatro estudos (Bennett et al., 1998; Cuatrecasas et al., 2012;
Stening et al., 2011; Zanette et al., 2014). O recrutamento para o estudo de Stening et al. (2011)
aconteceu em um centro de referéncia de dor, totalizando 25 pacientes com idade entre 40 e 60

anos; no estudo de Bennett et al. (1998), foram recrutadas 45 pacientes com idade entre 49 e 60
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anos, apesar de ndo informar o modo de recrutamento; Zanette et al. (2014) incluiram 63
mulheres com média de idade de 48 anos, recrutando pacientes ambulatoriais via jornal. No
estudo desenvolvido por Cuatrecasas et al. (2012), o procedimento para recrutamento de 120
participantes ndo foi informado. Assim, totalizou-se uma amostra de 253 mulheres que
concluiram os protocolos dos ensaios clinicos sobre terapia de reposi¢do hormonal na FM.

Os critérios de inclusdo de participantes de cada estudo foram discrepantes entre si:
Bennett et al., (1998), além de considerarem os critérios diagndsticos para FM de 1990, testaram
o0 nivel de fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1 (IGF-1) <160 ng/mL, pois esse
fator participa da via final de processamento do horménio de crescimento; sem terapia prévia
com horménio de crescimento e auséncia de doenca hipofisaria conhecida. Para o
desenvolvimento do trabalho de Stening et al. (2011), as mulheres deveriam estar em fase de
pGs-menopausa ha, pelo menos, seis meses, sem uso de tratamento hormonal nos ultimos trés
meses e exames de mamografia normais durante o ano anterior. Cuatrecasas et al. (2012)
incluiram no estudo pacientes com diagnostico de FM ha mais de 1 ano, pontuacdo do
Questionario de Impacto de Fibromialgia (FIQ) superior a 75 ng/mL, valor de IGF-1 sérico de
base <150 ng/mL e estado pré-menopausa ou pés-menopausa. No estudo de Zanette et al.
(2014), as pacientes foram solicitadas a classificar a dor em uma escala visual anal6gica (VAS)
de 100 pontos (em que 0 se remete a auséncia de dor e 100 reporta a “pior dor ja sentida”), esta
escala era uma avaliacdo diaria e ao fim de pelo menos quatro avaliagdes das sete, a média do
paciente deveria ter pontuacdo de 50 pontos (dor moderada) para este ser inserido no grupo de
participantes aptos ao estudo.

O tempo de administracdo dos hormonios variou de seis semanas a 18 meses. A menor
duracdo de tratamento se deu no trabalho de Zanette et al. (2014), correspondendo a seis
semanas em uso de melatonina oral (10 mg), cujo horménio € produzido pelo organismo com
principal funcdo da regulacdo de sono, seguido por Stening et al. (2011), com 8 semanas de
administragdo transdérmica de 17-estradiol (50ug/dia); Bennett et al., (1998) administraram
dose diaria de GH (0,0125 mg/kg) via inje¢cdes subcutaneas por um més, seguido por dose
ajustada nos oito meses seguintes pelo resultado da taxa de IGF-1; e Cuatrecasas et al. (2012)
administraram GH via subcutanea (0,006 mg/kg/dia) por 12 meses, com dose ajustada por
indicagdo de endocrinologista.

Para a divisao dos grupos controle e grupos avaliados os pacientes foram aleatorizados
e divididos em grupos de acordo com a metodologia proposta. Stening et al. (2011), Cuatrecasas
et al. (2012) e Bennett et al. (1998) tiveram grupo tratado e grupo placebo com numero

semelhante de participantes. Zanette et al. (2014) trabalhou com divisdo em trés grupos,
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recebendo: melatonina, amitriptilina (antidepressivo usado como opg¢do no tratamento de
pacientes com FM) ou amitriptilina mais melatonina com o mesmo ndmero de participantes,
aleatorizados por envelope lacrado. Em Bennett et al. (1998) e Cuatrecasas et al. (2012) a
aleatorizacdo ocorreu por tabela, Stening et al. (2011) afirmaram que os pacientes foram
aleatorizados, mas ndo informaram o método utilizado.

O processo de mascaramento dos investigadores e dos participantes foi adequadamente
descrito apenas em dois estudos (Bennett et al. 1998; Zanette et al. 2014). Outros dois artigos
indicaram o uso desta metodologia, mas sem descricdo de detalhes (Stening et al. 2011,
Cuatrecasas et al. 2012).

Para acompanhar a evolucdo dos pacientes, foram realizadas as avaliagdes basais e
periddicas, segundo cada protocolo determinado no estudo. Bennett et al. (1998) avaliaram
capacidade funcional, dor, depressao, ansiedade, fadiga, rigidez, capacidade de trabalhar, faltas
no trabalho e bem-estar geral por meio do Questionario de Impacto da Fibromialgia (FIQ-10)
no momento basal e no intervalo de 3, 6 e 9 meses junto com a avaliacdo dos tender points,
segundo critério de FM (Wolfe et al. 1990) e os niveis de IGF-1 e anticorpos para 0 horménio
de crescimento humano por meio de amostras sanguineas, enquanto que o acompanhamento do
peso, frequéncia cardiaca, pressdo arterial, edema periférico, sintomas da sindrome do tinel do
carpo, reacdes adversas aconteciam com a periodicidade mensal.

Stening et al. (2011) avaliaram os resultados do protocolo por meio das avaliagdes que
foram basais, ao final do tratamento (8 semanas) e 20 semanas apds o término do tratamento.
Utilizaram um mapa de dor modificado e testes sensoriais quantitativo usado para medir as
laténcias de percepc¢do de calor e frio, laténcia de dor por calor e frio, tolerancia a dor por calor
e frio e laténcias de dor por pressdo, além de intensidade da dor pela escala visual de dor;
amostras de sangue venoso para mensurar as concentrages séricas de 17p-estradiol e de
horménio foliculo-estimulante (FSH).

O acompanhamento do estudo de Cuatrecasas et al. (2012) se deu ao longo de 18 meses
(basal, 1, 3, 6, 7, 9, 12, 13, 15 e 18 meses), com avaliacdo da intensidade de dor, nimero de
tender points pelo critério de classificagdo de 1990 (Wolfe et al. 1990), disposigéo fisica, bem
estar geral, fadiga, ansiedade, depressdo, cansago e com o instrumento FIQ; andlise de
qualidade de vida geral pelo teste de dimensdes EuroQol 5 (EQ5D) e nivel de dor pela VAS;
dosagens hormonais de IGF-1, hormonio estimulador da tireoide (TSH), tiroxina (T4 livre),
triiodotironina (T3 livre), cortisol. Zanette et al. (2014) avaliaram os sintomas depressivos por
meio da Escala Depressiva de Hamilton, transtornos psiquiatricos por Entrevista Clinica

Estruturada para Disturbios do Eixo 1 do DSM-IV (SCID-I), pensamento catastrofico devido a
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dor crénica usando a Escala de Catastrofizagdo da Dor para a populacdo brasileira (B-PCS),
qualidade do sono por meio do Indice de Qualidade do Sono de Pittsburgh, além de diarios de
intensidade de dor (VAS) no momento basal e na ultima semana do tratamento (semana 6).

Essas informacdes podem ser encontradas de forma resumida na tabela 7.
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Tabela: caracteristicas dos estudos incluidos (parte 1)

Terapia de
ic3 Amostra i
r :
Autor eposicao Tipo de N Frequéncia de Desfechos :
(Divis&o dos estudo Aleatorizacéao o . Efeitos adversos
(ano) (dosagem) (protocolo) avaliacéo avaliados
grupos) P
(duracéo)
Hormonio do
crescimento -GH
Via: injecdo 45 aumeGnrtl:)?Joocsalr?iveis Nenhuma reacao
subcutanea Grupo tratado , R adversa que
. Pré tratamento, | de IGF-1, diminuiu
Bennett et . (GH) aleatorizados | Programa de P pudesse ser
Dose: 0,0125 3, 6 and 9 meses | a sensibilidade nos AR
al. (1998) A n=22 e duplo cego computador . atribuida as
mg/kg (més) do protocolo tender points e L .
injecOes de GH foi
Duracéo: 9 meses Grupo placebo aumentou a relatada
¢ao. qualidade de vida
(ajustadas n=23
mensalmente)
. - Grupo 178-
17B-estradiol Via: . :
b injecio 25 estradiol aumentou | Dor no seio, dor
_ transdérmica Grupo tratado Ensaio clinico ) Semanalmente, 0s niveis dg _ similar a
Stening et =15 com dunlo Né&o por 20 semanas estradiol e néo dismenorreia,
al. (2011) Dose: 50 pg/dia - ce Op informado apos o fim do houve diferenca sangramento
Duracio: 8 Grupo placebo n= g tratamento significativa na dor | vaginal e irritacéo
S‘éﬁ%?}‘;'s 10 auto estimada e nos na pele

testes sensoriais
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Tabela: caracteristicas dos estudos incluidos (parte 2)

Terapia de
Autor reposicao Amostra Tipo de Frequéncia de Desfechos
(dosagem) (Divis&o dos estudo Aleatorizacdo avaliacio avaliados Efeitos adversos
(ano) grupos) (protocolo)
(duracéo)
120
GH Fase cega (6 No final dos 6
meses) meses iniciais, 0 Dor de cabeca,
Dose: Hormoénio e i grupo tratadot edema, parestesia,
_ U iminuiu 0S pontos | ineAnia sf
Cuatrecasas | ©006 mo/kg/dia terepta tipla n=60 Semi cross- Tabela de Nos meses 1, 3, sensiveis, a m(ic)) rtltlﬁesilggrrgg] i
etal. (2012) Via: injecdo ?arcue%%?{g:g? over aleatorizago 6.7, 9;;1122; 13,15 intensidade da dor, | jnfeccio do trato
subcutanea P il n—GOpIa ' pontuagao FIQ, urinario, dor nas
1 ipla n= EQSD e escala costas e outros
urrﬁgzgs' Fase aberta (12 VAS. efeitos.
meses) horménio

e terapia tripla
n=120




Tabela: caracteristicas dos estudos incluidos (parte 3)
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A Terapia de
utor reposicao Amostra Tipo de -
o Frequéncia de Desfechos .
(ano) (Divis&o dos estudo Aleatorizacao L , Efeitos adversos
(dosagem) avaliacéo avaliados
grupos) (protocolo)
(duracéo)
Melatonina
N=63 isolada ou
) associada a
_ Grupo melatonina amitriptilina
Melatonina (m) n=21 Aleatorizados, diminuiu e Bo<(:ja seca,
: duplo cego melhorou a >edacao,
Dose: 10 mg Grupo plo Cego, . constipac#o,
Zanette et amitriptilina (a) falso duplo Envelopes . qualidade de sono, .
Via: oral . Diariamente ; ortostasia e ganho
al. (2014) - cego, ensaio selados a qualidade de
n=21 I° . de peso foram
Duracio: 6 clinico com vida, aumentou a
uracéo: . ol comuns em ambos
Grupo trés grupos laténcia de dor por
semanas latoni - ~ 0S grupos
me_a_tonlna+am|tr| paralelos. pressdo, sem
ptilina (m+a) n= alteracéo do
21 namero de tender
points

Tabela 7: Abreviagdes: pg: micrograma; EQ5D: EuroQol 5; FIQ: Questionario de impacto da Fibromialgia; IGF-1: Fator de crescimento similar a insulina tipo 1; GH: horménio do
crescimento; mg/kg: micrograma por quilogramas; mg/kg/dia: micrograma por quilograma por dia; n= quantidade da amostra; VAS: Escala Visual Analdgica.



5.2.3 Risco de viés nos estudos incluidos

Os estudos (4/4) (Bennett et al., 1998; Cuatrecasas et al. 2012; Zanette et al. 2014;
Stening et al. 2011) apresentaram baixo risco de viés quanto a aleatorizacdo. Para o tdpico sigilo
de alocacdo e mascaramento do participante e profissional de avaliacdo de desfecho, os
resultados foram os mesmos para ambos os critérios (4/4), em que os estudos informaram a
ocultacdo da alocacdo e sobre o mascaramento classificando-os com baixo risco (Bennett et al.,
1998; Cuatrecasas et al. 2012; Zanette et al., 2014; Stening et al. 2011).

Quanto ao mascaramento da avaliacdo do desfecho (2/2), dois estudos apresentaram que
os avaliadores ndo possuiam ligacdo com o estudo (Bennett et al., 1998; Zanette et al. 2014),
enquanto os demais ndo relataram e os desfechos podem ser tendenciosos (Cuatrecasas et al.,
2012; Stening et al., 2011). Ao avaliar os dados de resultados incompletos, a maioria (3/4)
obteve baixo risco de viés, pois 0s autores assumiram a perda de n amostral, porém justificaram
e reorganizaram oS grupos amostrais antes da finalizagdo do protocolo (Bennett et al.,1998;
Cuatrecasas et al., 2012; Stening et al., 2011), porém Zanette et al., (2014) (1/4) indica a perda
de participantes e a realocacdo ndo foi aleatéria. Sobre a existéncia de dados seletivos
anteriores, todos (4/4) os estudos apresentaram baixo risco de viés (Bennett et al., 1998;
Cuatrecasas et al., 2012; Stening et al., 2011; Zanette et al., 2014), por apresentar protocolo
definido ou estudo anterior. Em relacdo ao financiamento da obra, apenas um estudo
(Cuatrecasas et al. 2012) (1/4) indicou receber financiamento de empresa privada, 0s demais
(3/4) nao apresentaram quaisquer informacoes. Esses dados podem ser visualizados nas figuras
10 e 11.

Random sequence generation (selection hias)
Allacation concealment (selection hias)

Blinding of participants and personnel (performance hias)

Blinding of outcome assessment (detection hias)

Incomplete outcome data (attrition hias)

Selective reporting (reporting hias)

Frivative particular

0% 25%, 50% 75%  100%

.Ln:uw risk of bias DUncIearrisk of bias .Highrisk of hias

Figura 12: Resumo do julgamento dos autores sobre cada item de risco de viés apresentado como
porcentagens em todos os estudos incluidos.
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Figura 13: Resumo do risco de viés: analise 0s julgamentos dos
autores sobre cada item de risco de viés para cada estudo incluido.

5.2.4 Descricao detalhada da metodologia e os principais efeitos das intervencdes dos
ensaios clinicos incluidos

As metodologias adotadas bem como os efeitos das intervengfes, foram bastante
heterogéneos devido as diferentes acdes bioldgicas dos horménios prescritos e dos protocolos
escolhidos. De forma geral, o resultado esperado era reducdo da dor e melhora da qualidade de
vida das pacientes com FM. No entanto, a presenca de efeitos adversos também ¢é fator
importante e deve ser levada em consideragcdo no momento de escolha sobre o tratamento para
pacientes com dores croénicas, como a FM.

Dois estudos (Bennett et al., 1998; Cuatrecasas et al., 2012) usaram GH para tratamento
de sintomas da FM. O estudo de Bennett et al., (1998) utilizou 0,0125 mg/kg/dia por via
subcutanea, durante 1 més com dose reajustada pelos 8 meses seguintes, como principal
tratamento em 45 mulheres diagnosticadas com FM. Os resultados positivos no grupo tratado
foram crescentes a partir do terceiro més de aplicacdo da terapia hormonal, como aumento do
nivel plasmatico de IGF-1, além da diminui¢cdo do impacto da fibromialgia e da sensibilidade
nos tender points, indicando que o tratamento é benéfico ao proporcionar recuperacdo da
capacidade funcional e melhora do bem estar devido a diminuicéo dos indices anteriores citados
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e perdurou até o final do protocolo, porém sem completa remissdo. Ao final deste periodo de
terapia hormonal (9 meses), as participantes ndo apresentaram efeitos adversos que pudessem
ser relacionados a terapia com GH, pois os participantes de ambos 0s grupos apresentaram
sintomas diversos.

Em outro estudo que utilizou o hormonio do crescimento como terapia Cuatrecasas et
al., (2012), os pacientes com FM receberam tratamento hormonal (0,006 mg/kg/dia) por 6
meses (grupo controle) ou 12 meses (grupo tratamento) em combinagdo com terapia ja adotada
para pacientes com FM (inibidor seletivo da recaptacéo de serotonina, amitriptilina e tramadol).
Pacientes foram acompanhados durante o tempo de aplicacdo (12 meses) e por mais 6 meses
para acompanhamento da intensidade da dor e de pontos sensiveis. O grupo tratamento (12
meses) mostrou maior reducdo da dor (menor pontuacdo no FIQ) e de tender points,
evidenciando que a terapia com GH apresenta melhores resultados para a diminuicao da dor.
Porém dores de cabeca, parestesia da sindrome do tanel do carpo e edema periférico foram
descritos como efeitos adversos frequentes neste grupo, além dos sintomas classicos da FM que
reincidiram ao final dos meses de acompanhamento (6 meses).

No estudo de Stening et al., (2011) foi feita injegdo transdérmica de hormonio 17f3-
estradiol (50 mg/dia por 8 semanas) em 15 mulheres apds menopausa e recém-diagnosticadas
com FM, acompanhadas por avaliagdes semanais por 20 semanas. O estrdgeno transdérmico
ndo alterou as laténcias de dor ou tolerancia a dor em mulheres em pds-menopausa com FM,
apesar do maior nivel plasmético de 17-f estradiol quando comparado ao grupo placebo,
indicando aumento sistémico do horménio, porém como efeito adverso, ocasionou dores nas
mamas, dor abdominal similar a dismenorreia, sangramento vaginal e irritacdo na pele. No
entanto, devemos ressaltar a limitacdo importante relacionada ao tamanho amostral que recebeu
a reposicdo hormonal (15 mulheres) comparadas ao grupo placebo (10 mulheres).

Um dos ECR’s investigou os efeitos do uso de melatonina (10 mg) (Zanette et al. 2014)
comparando com amitriptilina (25 mg) e combinagdo dos dois medicamentos durante seis
semanas. A evolucdo do tratamento indicou que pacientes tratados com melatonina (isolada ou
associada a amitriptilina) apresentaram reducdo do impacto dos sintomas da FM (pelo
questionario FIQ), da intensidade de dor, da laténcia de dor por pressao e melhora da qualidade
do sono, visto que a melatonina tem grande interferéncia na regulagdo do padrdo sono/vigilia,
estando relacionados com a melhora no bem-estar geral. Em contra partida, as seis semanas de
tratamento com melatonina (isolada ou em associacdo com a amitriptilina) também promoveu
alguns efeitos adversos, como boca seca, sedacdo, constipacao, hipotensao ortostatica e ganho

de peso entre os participantes de ambos o0s grupos. Porém, os autores indicam limitagdo do
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tempo de aplicacdo do horménio para descartar a relacdo desses efeitos a melatonina, uma vez

que é comum o relato desses sintomas em pacientes tratados com a amitriptilina.
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6 DISCUSSAO

6.1 Discusséo do estudo - Profilaxia hormonal em ratas ovariectomizadas
submetidas ao modelo de hiperalgesia muscular crénica difusa

Com a comprovacao da efetividade da inducdo do modelo de HMCD também em
fémeas, pelos grupos controle, foi avaliado a interferéncia da remogao bilateral dos ovarios nas
laténcias sensitivo cutaneo, laténcia térmica e atividade locomotora dos animais, com os dados
produzidos pelo comportamento dos animais do grupo OVX. Como resultado, foi percebido
que a auséncia abrupta dos ovarios, e consequente diminui¢do na producdo dos horménios
estrogeno e progesterona, interfere no limiar sensitivo cutaneo por um periodo de tempo de 13
dias entre a avaliacdo basal e a final. Este intervalo de tempo (13 dias) refere-se a cirurgia de
remocao ovariana, com recuperacao (05 dias) (Sanoja & Cervero, 2008), e inducdo do modelo
(06 dias). Nosso objetivo com esse grupo foi compreender qual a interferéncia a cirurgia poderia
causar no modelo proposto, visto que segundo Sanoja et al. (2008) ja tinhamos comprovacao
da diminuicdo do laténcia e recuperacdo do laténcia basal quando administrado o estrégeno em
modelo nociceptivo agudo (Sanoja & Cervero, 2008).

Pelos resultados da atividade locomotora e laténcia térmica do presente trabalho, foi
percebido que ambos 0s comportamentos indicam comportamento estressor/depressivo,
comprovados com um dos papéis desempenhados pelo estrdgeno e também da progesterona
que possuem ligacdo com o mecanismo comportamental da depressao pelo longo periodo sem
o ciclo estral normal, que compreende a 6 ciclos estrais (Diz-chaves et al., 2012; Li et al., 2014;
Picazo et al., 2006; Puga-olguin et al., 2019), sendo que este comportamento, variacdo da
atividade locomotora, no presente trabalho, foi encontrado nos grupos com alteragédo hormonal
(grupos OVX, Veic, P4 e E2).

O grande diferencial deste trabalho, no entanto, esta no delineamento e consequente
resultados, onde avaliamos o possivel papel profilatico dos hormdénios estrégeno e
progesterona, administrados de forma continua, no desenvolvimento do modelo da FM.
(Aquino et al., 2017; Franci et al., 2010; Marcondes et al., 2002; Markowska & Savonenko,
2002). Os grupos que tiveram seus ovarios extraidos (OVX) ou recebiam veiculo (veic.),
progesterona (P4) e estrogeno (E2) apresentaram comportamentos diferentes, sem alteracéo
significativa nas laténcias sensitivas cutaneas e diminuicao da distancia percorrida, dos grupos
que ndo sofreram manipulacdo hormonal (CTRL-, CTRL+, P4+E2) indicando a uma possivel

relacdo com ambos hormonios para promover a analgesia.
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Porém ao analisar a laténcia sensitivo cutaneo, o grupo que recebeu as duas injecoes
de salina neutra (CTRL-) ndo apresentou diferenca significativa entre as avaliacGes basal e final,
como esperado. Similarmente ao comportamento do grupo que recebeu duas injecdes de salina
acida além de diminuir o nivel de producdo hormonal circulante (OVX). Comparando 0s
mesmos grupos, porem no parametro distancia percorrida e laténcia térmica, percebemos que a
presenca de ambos 0s hormonios (estrégeno e progesterona) no grupo controle negativo foi
capaz de manter os comportamentos finais proximos aos comportamentos basais, assim como
0 grupo P4+E2. Porém o grupo OVX apresentou um aumento da distancia percorrida quando
comparado a avaliagdo basal. Indicando que a auséncia repentina dos hormonios influenciam
em parametros que avaliam também o nivel de estresse (Diz-chaves et al., 2012; Li et al., 2014;
Picazo et al., 2006; Puga-olguin et al., 2019).

Nosso ultimo ponto de avaliacdo comportamental foi a variacdo de laténcia térmica,
onde como resultado apenas o grupo “OVX” teve uma laténcia menor quando comparada a sua
avaliacdo basal, enquanto os demais grupos: todos que receberam reposi¢do hormonal (grupos
P4, E2 e P4+E2), 0 grupo que recebeu apenas o veiculo (grupo veic) e 0s grupos que passaram
apenas pelo modelo de HMCD (grupo CTRL+ e CTRL-) ndo apresentaram diferencas
significativas entre as avaliagcdes basal e final. Porém os grupos com reposicéo de progesterona
(grupo P4) e de estrégeno (grupo E2) e de ambos (P4+E2) indicaram um tempo de laténcia
maior na avaliagéo final quando comparada a avalia¢do basal, indicando que esses hormonios
separadamente apresentam um aumento no tempo de resposta ao calor, indicando efeito protetor
a laténcia térmica (Mora et al., 1996b; Racine et al., 2012). Esses resultados sdo semelhantes
aos dados de Stoffel et al. (2005) onde em seus resultados pode concluir que as fémeas com
ovariectomia apresentavam uma laténcia menor em comparacao aos que recebiam a reposicédo
hormonal de estrogeno, em associacdo ou ndo com a progesterona, apresentavam uma laténcia
maior também em relacdo aos animais que nao passaram pela cirurgia.

Ao retirar os ovarios, grande parte da producdo de andrégeno, progestdgenos e
estrégeno é diminuida. Porém outras regies do organismo também produzem tais hormonios,
como o sistema nervoso central, tecido 6sseo e tecido adiposo (Aires, 2008). Assim como a
producdo de outros hormdnios de outros eixos pode ser desequilibrada, como os hormonios
envolvidos no eixo HPA (Gregory et al., 2013a; Wajchenberg, 2000) influenciando nos
comportamentos com caracteristicas de depressédo/estresse.

Além da alteracdo dos hormdnios de outros eixos, o proprio eixo hormonal HPG fica
desregulado e a obtencdo de seus produtos finais passa a ser obtida por outras vias. O estrégeno

e a progesterona sdo um dos produtos finais de uma das vias de aromatizacgao do colesterol, que
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ocorre por acdo dependente de LH (Aires, 2008). Visto que o tecido adiposo, sob influéncia da
adrenal, é capaz de aromatizar em androstenediona sendo transformada em estroma, um
estrogeno (Aires, 2008; Amandusson & Blomqvist, 2013; Wajchenberg, 2000). Justificando
assim a diferenca significativa quando comparamos a avaliacédo basal - avaliacdo final no grupo
controle salina 4cida (CTRL+) e a auséncia de diferenga significativa nos demais grupos.

Com esses resultados podemos concluir que ao modificar as concentracfes dos
horménios estrogeno e progesterona (isolados ou combinados) de forma continua regular e
fisiolégica, como os grupo P4, E2 e P4+E2, ou a eliminacdo cirdrgica da producdo destes
hormdnios, como nos grupo OV X e Veic, apresentam um efeito protetor a hiperalgesia causada
pela dupla injecéo de salina acida no musculo gastrocnémio esquerdo em ratas Wistar, onde
ndo altera de forma significativa os laténcias sensitivos cutaneos da avaliacdo final. Porem os
parametros de laténcia térmico e livre locomocdo sdo alterados pela auséncia do equilibrio
hormonal (OVX, Veic, P4 e E2).
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6.2 Discusséo do estudo- Efeito de diferentes terapias hormonais na dor e
qualidade de vida de mulheres com fibromialgia: revisao sistematica

Ha uma quantidade muito limitada de publicacdes que avaliam a influéncia dos
horménios nos desfechos de mulheres com FM quando se compara ao grande acervo e
diversidade de artigos sobre a doenga em si, visto que em nossa busca sistematica, com as
estratégias de buscas citadas anteriormente, impossibilitando a execucdo de uma avaliacdo
qualitativa, como a meta analise. Obtivemos um total de 2214 artigos que estéo relacionados a
fibromialgia, que sdo extremamente necessarios e validos, visto o crescente numero de
pacientes e 0 prejuizo desta populacdo com relagdo a sociedade (Fillingim, 2000; Merskey &
Bogduk, 2012).

Para esta analise, incluidos quatro ensaios clinicos aleatorizados que avaliaram o efeito
terapéutico de intervengbes hormonais em mulheres com FM. Esta pequena quantidade de
artigos talvez indique, primeiramente, uma caréncia de estudos voltados para a terapia hormonal
como opc¢do de tratamento para a sintomatologia da doenca em questdo e uma caréncia
atemporal, j& que ndo limitamos as datas de publicacdo nas buscas.

Nota-se que, apesar do nimero limitado de artigos publicados sobre o tema, a terapia
hormonal foi vista como possivel proposta terapéutica na FM h& mais de 20 anos, sendo o
horménio do crescimento o pioneiro (Bennett et al., 1998). Diante do aumento expressivo do
namero de casos de FM e a crescente demanda para amenizar os sintomas, a terapia hormonal
pode ser considerada uma potencial medida terapéutica para o tratamento de pacientes dessa
doenca, visto pela relacdo com eixos hormonais (Fillingim, 2000; Geenen et al., 2009).

O pioneiro de tratamento hormonal, que relacionou o desequilibrio da producéo
hormonal do eixo hipotdlamo-hip6fise com os sintomas matinais de pacientes com FM (rigidez
e cansaco matinal) com a auséncia de fases profundas do sono que causava impedindo a
producdo de GH, devido a baixa producdo deste hormdnio em decorréncia da qualidade de sono
(Aloisi et al., 2011; Sarzi-Puttini et al., 2010). Administracdo de GH diminuiu o impacto da FM
e a quantidade de pontos sensiveis proporcionando aumento da sensacao de bem-estar associada
e permitindo aumento do nivel de atividades diarias sem aumento de dores musculares. Os
pacientes apresentam reversdo dos sintomas ao longo de um periodo de 1 a 3 meses apds a
descontinuidade do tratamento com GH, visto que € muito caro, o que dificulta a adeséo dos
pacientes ao tratamento (Bennett, Clark e Walczyk 1998).

Inspirados na pesquisa de Bennett, Cuatrecasas et al. (2012) também realizaram um
ensaio clinico com reposicdo de GH, porém com 14 anos de diferenca entre as publicacdes.

Esse intervalo de tempo entre as publica¢es possibilitou um conhecimento maior sobre a
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doencga e outras opgdes de medicamentos. Pode-se perceber essa evolucdo da interagdo com
outras terapias no protocolo proposto no estudo de Cuatrecasas et al. (2012), em que o GH
aparece como no tratamento medicamentoso complementar associado a amitriptilina (inibidor
seletivo da recaptacdo de serotonina) e tramadol além da escolha de pacientes com FM e baixos
niveis séricos de IGF-1, como sendo uma das justificativas para a indicacéo de tratamento com
0 GH (Bennett et al., 1998). Além de ter sido baseado em dados anteriores de que 50% dos
pacientes com FM apresentam efeitos colaterais apds o uso do GH (Cuatrecasas et al. 2012)
além de ser um tratamento. Ao final, pacientes com 6 meses de tratamento ndo apresentaram
diferenca significativa em comparagdo a avaliagcdo basal. Enquanto o grupo tratado por 12
meses mostrou reducdo da intensidade de dor, diminuig&o do impacto da FM e melhora do bem-
estar geral. Esses dados foram interpretados pelos pesquisadores como uma indicacao de que o
GH requer um tempo maior para sua acao do que a habitualmente utilizado em pacientes com
deficiéncia de GH, para ter efeitos terapéuticos na FM (Cuatrecasas et al. 2012). Em
contrapartida tem-se o alto valor econdmico para a aquisicao e o laboratério responsavel pela
producdo do horménio foi o financiador do trabalho.

Nestes estudos (Bennett, Clark, and Walczyk 1998; Cuatrecasas et al. 2012), as
concentragfes hormonais (0,0125 mg/kg vs. 0,006 mg/kg), as caracteristicas amostrais
(mulheres com FM vs. mulheres com FM em fase de menopausa) e a duracgdo do tratamento (9
meses vs. 12 meses) foram distintos, mas ambos observaram reducdo da dor e consequente
promocdao do bem-estar de mulheres com FM. A grande vantagem da terapia com GH é que em
pequenas concentracfes e com intervalo de um més as melhorias ja podem ser percebidas,
porém como ponto negativo, por tempo prolongado de terapia, o risco de efeitos adversos
ligados a reposicdo hormonal é maior e mais intenso (Cuatrecasas et al. 2012), o que indica e
justifica 0 acompanhamento médico periddico bem como a avaliacdo sérica do mesmo. Outro
fator de impacto do ponto de vista negativo € o alto custo desse horménio, dificultando a adesédo
do paciente ao tratamento.

Outra alternativa hormonal como terapia é a administracdo da melatonina, cuja secre¢ao
é reduzida em pacientes com FM devido, a auséncia do sono reparador; presenca de dor
constante; presenca de pontos sensiveis e problemas relacionados aos mecanismos de
modulacéo da dor. Com essa associacéo, Zanette et al. (2014) observaram a diminuigéo da dor,
ao administrar melatonina por 6 semanas, porém vale questionar o tempo de duracéo do estudo
ser do equivalente a um més e meio quando 0s pacientes sdo acometidos por dores de forma
continua e intensa. Ademais ao se tratar de uma doenca crénica com manifestacdo de dor

incapacitante, preocupa 0 uso continuo da melatonina, j& que a mesma pode causar efeitos
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colaterais diversos, desde boca seca até a hipotensdo ortostatica, causando também um
agravante para a possibilidade de aumento do tempo de tratamento e levando a interrupgéo do
tratamento (Hemati et al., 2019), segundo os proprios autores (Zanette et al., 2014) apesar da
existéncia de tratamentos mais longos (Hemati et al., 2019).

A relagdo dos hormdnios do eixo HPG com a FM, além da alta relacdo de mulheres na
menopausa desenvolverem dores cronicas (Clayton & Kaltsounis-Puckett, 2002; Neyro et al.,
2011), proporcionou a Stening et al (2010) administrar o estrogeno (50 pg de 17p-estradiol por
oito semanas) para alivio da dor, em 25 mulheres na p6s-menopausa (pelo menos 6 meses
contados do inicio da menopausa) e com FM. Apb6s as semanas de tratamento e
acompanhamento, nenhuma diferenca significativa foi observada entre os grupos tratados com
estradiol e o grupo placebo nos indicativos de dor adotados no protocolo (Stening et al. 2011).
Segundo os autores, o horménio pode intensificar fatores psicolégicos envolvidos na
catastrofizagdo da dor, ansiedade e distarbios de humor (Stening et al., 2011), porém ainda ha
indicios de que o hormdnio pode amenizar distirbios de humor e sintomas ligados a depressao,
tanto em humanos como animais (Chaves et al., 2009; Frye & Walf, 2004). Os resultados desse
trabalho indicaram que 8 semanas de reposicao ndo séo suficientes para promover uma melhora
de bem estar devido a diminui¢do da dor em mulheres com FM.

As avaliacGes de risco de viés permitiram que esta revisao mostrasse que 0s estudos que
avaliaram a acdo e interferéncia do GH, como tratamento principal ou como secundario, nos
sintomas da FM foram benéficos e proporcionam bons resultados para o cotidiano do paciente,
como diminuicdo dos sintomas da FM e poucos efeitos colaterais (Bennett, Clark, and Walczyk
1998; Cuatrecasas et al. 2012). No entanto, como fator negativo para a continuidade desse tipo
de tratamento, tem-se o alto valor para a aquisicdo do hormdnio. Outro hormoénio que
apresentou bons resultados foi a melatonina, que age na diminuicdo da dor, sendo mais eficiente
guando administrada sem a associacdo ao antidepressivo amitriptilina, que ja tem sua eficacia
comprovada no tratamento da dor e na melhora da qualidade de vida dos pacientes com FM
(Zanette et al. 2014) sendo responsavel por uma grande variedade de efeitos colaterais (Hemati
etal., 2019).

Os estudos apresentados somam um pequeno numero de amostras de pacientes com total
de 253 individuos que finalizaram as administracbes e acompanhamento previsto nos
protocolos, demonstrando a necessidade de mais trabalhos nessa area para elucidar com melhor
exatidao o uso de horménios como terapia para a FM. Nessa revisdo podemos ver com clareza
a existéncia de poucos artigos (apenas 4 artigos em buscas sistematicas em 7 bases de dados de

artigos) somando um baixo total de participantes divididos em 3 hormonios diferentes e com 4



60

diferentes protocolos de administracdo e acompanhamento. Esta variedade de opgdes de terapia
hormonal com os consequentes efeitos positivos e adversos deve-se ser levada em consideracéo
ao adotar como tratamento na pratica clinica de mulheres adultas com FM.

Os resultados desses trabalhos seguem o rigor metodoldgico exigido em ECR,
representando o que acontece com parte dessa populagéo, demonstrando os efeitos positivos na
melhoria do bem-estar geral, visto que alguns hormdnios foram capazes de proporcionar alivio
do dor, contribuindo para a disposicdo para atividades do cotidiano. E evidente que o melhor
entendimento das opc¢Oes de terapia desta doenca aumenta & medida que surgem novos artigos
e conclusdes, estando ligado ao aumento de publicagdes com qualidade sobre o tratamento
hormonal na sintomatologia da FM. Nessa revisdo, fica clara a necessidade de estudos mais
detalhados sobre a funcdo dos diferentes horménios na fisiopatologia da FM, sendo
fundamentais para gerar perspectivas futuras de tratamento que permitam o controle dos

sintomas e consequentemente uma melhora no bem-estar desses pacientes.
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7 CONCLUSAO GERAL

Diante dos resultados apresentados no estudo experimental e revisdo sistematica
realizados, conclui-se que o estudo experimental, as fémeas tratadas de forma profilaxia ndo
apresentaram diferenca significativa nas avaliagbes comportamentais indicadoras de
hiperalgesia muscular cronica difusa. Juntamente com os resultados da reviséo baseada em
busca sistematica de artigos do tipo ensaio clinico aleatorizado evidenciaram que a terapia
hormonal, com horménio do crescimento ou com a melatonina, pode ser benéfica na melhoria
da qualidade de vida, como na diminuicdo da dor nos pontos sensiveis, melhoria do sono. As
evidéncias deste estudo servem para nortear novos questionamentos sobre a influéncia da

reposi¢cdo dos hormdnios como alternativa para o tratamento em pacientes com dor crénica.
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