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RESUMO

Papel do sistema nervoso simpatico na regulacdo da massa muscular e
hiperalgesia em um modelo murino de fibromialgia, Raquel Prado da Silva,
Mestrado em Ciéncias Fisiologicas, UFS, S&o Cristovao, 2023. A fibromialgia (FM)
caracteriza-se, principalmente, por sintomas como dor musculoesquelética crénica
generalizada, além de ser observada perda de forca e massa muscular.
Adicionalmente também foi descrito que pacientes com FM apresentam alteracées na
atividade do Sistema Nervoso Simpatico (SNS), o qual € conhecido por regular
mecanismos nociceptivos e a plasticidade muscular, no entanto o papel do SNS na
regulacao da hiperalgesia e massa muscular esquelética durante a FM ndo é bem
conhecido. Assim, neste estudo avaliamos indiretamente a atividade simpatica por
meio da quantificagdo das catecolaminas, adrenalina e noradrenalina, e da sinalizagéo
adrenérgica em musculos soleus de ratas submetidas a modelo de FM induzida pela
dupla injecdo intramuscular de salina acida. Observou-se que apos 7 dias da inducéo
da FM houve hiperalgesia difusa, confirmada pelas diminuicées no limiar de retirada
das patas e reducdes na massa e na forca muscular que foram associadas a
atenuacdo da sinalizacdo adrenérgica mensurada pelo contetdo de proteinas
fosforiladas pela quinase dependente de AMPc (PKA) e de suas proteinas-alvo. A
partir destes resultados, demonstrou-se que o tratamento com clembuterol (agonista
dos receptores B2-adrenérgicos) atenuou a hiperalgesia e atrofia muscular em animais
FM. Para confirmar que a diminuicdo na liberagcdo de catecolaminas ndo era
especifica do modelo de hiperalgesia induzida pela injecdo de salina acida, realizou-
se um segundo protocolo experimental de FM através da administracao intramuscular
de carragenina. Como esperado, a carragenina induziu diminuicdo do limiar de
retirada da pata e da concentracdo plasmatica de adrenalina, embora nao tenha
induzido atrofia muscular. Uma vez que ambos os modelos de FM utilizados neste
estudo foram capazes de reduzir a secrecao catecolaminérgica adrenal, postulou-se
gue a deplecédo de adrenalina através da remocao bilateral da medula das glandulas
adrenais (ADM), poderia mimetizar os sintomas da FM. De fato, a ADM induziu
hiperalgesia mecanica e aumentou a protedlise muscular em animais mantidos em
condi¢Bes basais. Em conjunto, os resultados demonstram que o SNS esta envolvido
no controle da nocicepcéo e da plasticidade muscular em modelo experimental de FM
e dao subsidios para estudos clinicos objetivando tratar pacientes FM.

DESCRITORES: Fibromialgia; sistema nervoso simpatico; musculo esquelético;
proteolise; hiperalgesia.



ABSTRACT

Role of the sympathetic nervous system in the regulation of muscle mass and
hyperalgesia in a murine model of fibromyalgia, Raquel Prado da Silva, Sao
Cristévao, 2023. Fibromyalgia (FM) is primarily characterized by symptoms such as
chronic generalized musculoskeletal pain, along with loss of strength and muscle mass.
Furthermore, alterations in Sympathetic Nervous System (SNS) activity have been
described in FM patients, which is known to regulate nociceptive mechanisms and
muscle plasticity. However, the role of the SNS in the regulation of hyperalgesia and
skeletal muscle mass during FM is not well understood. Therefore, in this study, we
indirectly evaluated sympathetic activity by quantifying catecholamines, adrenaline
and noradrenaline, as well as adrenergic signaling in the soleus muscles of female rats
subjected to an FM model induced by double intramuscular injection of acid saline. It
was observed that after 7 days of FM induction, there was diffuse hyperalgesia,
confirmed by a decrease in the paw withdrawal threshold, and reductions in muscle
mass and strength, which were associated with attenuation of adrenergic signaling
measured by the content of phosphorylated proteins by the cAMP-dependent kinase
(PKA) and its target proteins. Based on these results, it was demonstrated that
treatment with clenbuterol (B2-adrenergic receptor agonist) attenuated hyperalgesia
and muscle atrophy in FM animals. To confirm that the decrease in catecholamine
release was not specific to the acid saline injection-induced hyperalgesia model, a
second experimental FM protocol was conducted with intramuscular administration of
carrageenan. As expected, carrageenan induced a decrease in paw withdrawal
threshold and plasma adrenaline concentration, although it did not induce muscle
atrophy. Since both FM models used in this study were able to reduce adrenal
catecholaminergic secretion, it was postulated that adrenaline depletion through
bilateral removal of adrenal medulla (ADM) could mimic FM symptoms. Indeed, ADM
induced mechanical hyperalgesia and increased muscle proteolysis in animals
maintained under basal conditions. Taken together, the results demonstrate that the
SNS is involved in the control of nociception and muscle plasticity in an experimental
model of FM and support clinical studies aimed at treating FM patients.

KEYWORDS: Fibromyalgia; sympathetic nervous system; skeletal muscle;
proteolysis; hyperalgesia.



RESUMO VOLTADO PARA A SOCIEDADE

Papel do sistema nervoso simpatico na regulacdo da massa muscular e
hiperalgesia em um modelo murino de fibromialgia, Raquel Prado da Silva,
Mestrado em Ciéncias Fisiologicas, UFS, S&o Cristovao, 2023. A fibromialgia (FM)
€ uma sindrome que se caracteriza, principalmente, por dor em varias partes do corpo
e que se mantém por longos periodos fazendo com que os individuos sintam fraqueza
ao realizar pequenas tarefas e parece estar associada ao fato que os pacientes
também perdem massa muscular. Além disso, diversos estudos demonstraram que
h& também alteracéo na atividade de um componente do nosso sistema nervoso que
€ responsavel por regular fungbes corporais que sdo tipicamente involuntarias, como
0 batimento do coragéo, a movimentacao do estbmago etc., por isso, esta por¢ao do
sistema nervoso € chamada de involuntaria e mais especificamente de Sistema
Nervoso Simpatico (SNS). Assim, neste estudo procuramos tentar entender a relagcéao
entre o desenvolvimento da dor e da perda de massa muscular utilizando um modelo
animal de FM e o possivel papel do SNS na regulacdo destes parametros.
Demonstramos que os animais com FM realmente desenvolvem dor generalizada e
apresentaram atrofia muscular, além disso, eles também possuem menor atividade
do SNS. Desta forma, nés tratamos os animais FM com um medicamento que
potencializa a acdo do SNS e observamos que eles sentiram menos dor e deixaram
de perder forca e massa muscular. Para confirmar o envolvimento do SNS na
regulacéo destas fungbes corporais, foi realizado um novo experimento onde animais
saudaveis foram submetidos a uma cirurgia para remocao de um dos componentes
do SNS e apoés alguns dias eles foram avaliados. Observou-se que 0s animais
saudaveis quando perdem parte do SNS também sentem mais dor e desenvolvem
atrofia muscular, indicando que este sistema esta envolvido na instalacdo e/ou
manutencao da FM e que abordagens terapéuticas que aumentem a atividade do SNS,
talvez, no futuro possam ser utilizadas para tratar pacientes com FM.

DESCRITORES: Fibromialgia; Disautonomias Primarias; Dor Musculoesquelética,;
Musculo Esquelético; Protedlise.
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1. INTRODUCAO

A fibromialgia (FM) é uma sindrome caracterizada principalmente pela dor
cronica generalizada que pode levar a uma reducédo da capacidade fisica e qualidade
de vida dos pacientes sendo uma das principais causas de consultas médicas
relacionadas a dores musculoesqueléticas, além de ser considerada um problema de
saude publica. Alguns estudos apontam a prevaléncia mundial da doenca entre 1% a
8%, sendo maior nos pacientes do sexo feminino 3:1, com faixa etéria entre 35 e 44
anos de idade (JUNIOR; GOLDENFUM; FAVARO SIENA, 2012; MARQUES et al.,
2017). Ja no territorio brasileiro, esses dados atingem aproximadamente 2,5% e
podem chegar a 10% em alguns paises europeus (FORSETH, 1997; JUNIOR,;
GOLDENFUM; FAVARO SIENA, 2012; SENNA et al., 2004).

A ocorréncia desta doenca provoca diversos sinais clinicos, como por
exemplo rigidez e fadiga muscular, fazendo com que o individuo diminua a capacidade
de realizar atividades diarias consideradas simples (LATORRE-ROMAN et al., 2015).
Estudos clinicos (KALYAN-RAMAN et al.,, 1984; RUGGIERO; MANGANELLI;
SANTORO, 2018; YUNUS et al, 1986; YUNUS; KALYAN-RAMAN, 1989) e
experimentais (BONATERRA et al., 2016; FAVERO et al., 2019) sugeriram que além
das alteracdes funcionais musculoesqueléticas observadas durante a FM, ha também
perda de massa muscular, o que condiz com a ideia de que a FM é uma desordem de
carater musculoesquelética (LE GOFF, 2006). Uma vez que o tamanho da fibra
muscular é determinado pela quantidade de proteinas intracelulares (KETTELHUT;
WING; GOLDBERG, 1988; SANDRI, 2008) ndo € improvavel que as alteracdes na
estrutura muscular durante a FM sejam decorrentes de uma elevacao no turnover
proteico. De fato, Bonaterra et al., (2016) demonstraram diminui¢do da area de secc¢ao
transversa muscular em camundongos submetidos a um modelo de FM através da
exposicao alternada a ambiente frio que foi associada com maior expressao de genes
relacionados a atrofia, isto €, atrogenes, nos musculos dos animais fibromialgicos,
indicando uma elevacéo no catabolismo proteico. Embora seja bem estabelecido que
a inibicdo da expresséo dos atrogenes possa prevenir a perda de massa muscular em
diversas condicdes atroficas (BODINE et al., 2001; GOMES et al., 2001), ainda néo
estdo disponiveis medicamentos que possam ser utilizados para este fim.

No entanto, tem sido amplamente demonstrado que alguns mediadores

endogenos podem atenuar a expressdo dos atrogenes em condigbes atréficas
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(KETTELHUT; WING; GOLDBERG, 1988; RYALL; CHURCH; LYNCH, 2010). Entre
eles, pode-se citar o Sistema Nervoso Autbnomo Simpético (SNS), que por meio das
catecolaminas, adrenalina e noradrenalina, e dos receptores 32-adrenérgicos (2-AR)
€ capaz de diminuir a perda de massa muscular, pelo menos em parte, através da
inibicdo dos atrogenes e da protedlise proteassomal (GONCALVES et al., 2012;
GRACA et al., 2013; SILVEIRA et al., 2014). Embora ainda controverso, diversos
estudos demonstraram que a atividade simpéatica esté alterada em individuos com FM
(MARTINEZ-LAVIN, 2012; MARTINEZ-LAVIN; HERMOSILLO, 2000; MARTINEZ-
MARTINEZ et al., 2014; PETZKE; CLAUW, 2000), no entanto, a participacdo do SNS
na regulacdo da massa muscular durante a FM ainda é totalmente desconhecida.
Adicionalmente, as alteragcbes autonOmicas descritas em pacientes
fibromialgicos também indicam que o SNS € capaz de regular mecanismos
nociceptivos (JANIG; HABLER, 2000; SCHLERETH; BIRKLEIN, 2008). Uma vez que
boa parte destes estudos usaram variaveis indiretas para avaliar a atividade simpatica,
0 que poderia justificar os resultados conflitantes encontrados na literatura, a
descricdo da funcionalidade do SNS em um modelo animal de FM pode fornecer
subsidios para compreensao da fisiopatologia da doenca. Desta forma, o principal
objetivo deste estudo € avaliar “Papel do Sistema Nervoso Simpatico na Regulacao

da Massa Muscular e Hiperalgesia em um Modelo Murino de Fibromialgia”.

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Alteracdes autondémicas durante a fibromialgia

O Sistema Nervoso Autbnomo (SNA) ou neurovegetativo € responsavel por
regular funcdes fundamentais para o organismo, como a pressao arterial, frequéncia
cardiaca, respiracdo e temperatura, as quais foram por muito tempo consideradas
estar sob controle unicamente involuntario, e por isso, 0 SNA também foi chamado de
Sistema Nervoso Involuntario (GUO et al, 2022; TANG et al, 2009).
Morfofisiologicamente, ele possui trés divisdes principais: o sistema nervoso entérico
(SNE), sistema nervoso parassimpatico (SNP) e o SNS (GIBBINS, 2013).

Enquanto os SNE e SNP apresentam acdes limitadas as estruturas por eles
inervadas, o SNS possui acdo mais difusa, uma vez que além do componente neural

também apresenta um componente hormonal, os quais liberam principalmente
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noradrenalina no tecido-alvo e adrenalina na corrente sanguinea, respectivamente
(JANIG, 2013). Estas moléculas sinalizadoras, também chamadas de catecolaminas,
devido a presenca de um grupamento amina e de um anel catecol em suas
composi¢cbes quimicas, irdo atuar em receptores a e/ou B-adrenérgicos (AR) para
produzirem suas respostas fisioldgicas (EISENHOFER; KOPIN; GOLDSTEIN, 2004).
Embora todos os AR sejam receptores acoplados a proteina G (GPCR), sabe-se que
classicamente os a-AR estdo acoplados a Gai ou Gaqg, enquanto os B-AR a Gas
(JIANG et al., 2022). Desta forma, a estimulagdo dos -AR culminaré na ativacédo da
enzima adenilato ciclase (AC) com consequente producdo de adenosina 3',5'-
monofosfato ciclico (AMPc) que ao se ligar as subunidades regulatérias da proteina
guinase dependente de AMPc (PKA), liberara suas subunidades cataliticas que
poderdo fosforilar diversas proteinas-alvo, entre elas, a proteina de ligagcdo ao
elemento de resposta ao AMPc (CREB) e assim produzindo a resposta tecidual as
catecolaminas (LYNCH; RYALL, 2008), especialmente em situagdes de “luta ou fuga”,
por exemplo, apds a exposicao a estimulos estressores (ARSLAN, 2022; JANIG, 2013;
NOVAK, 2019).

Em situacOes de estresse, a resposta pode se tornar acentuada e provocar
doencas que, em alguns casos, estdo associadas ao desenvolvimento de dor crénica
(CHROUSOS, 1992), surgindo o pressuposto de que a ativacdo anormal da atividade
simpatica influenciaria na patogénese da dor cronica. Essa suspeita baseia-se
também em varios estudos sobre a dor constantemente associados com sintomas de
alteracdo autondmica (DADABHOY et al., 2008; MARTINEZ-LAVIN, 2012). Devido a
hiperativacdo simpatica e/ou disfuncdo parassimpatica, 0 corpo nao reage
corretamente a fatores estressores, podendo desencadear problemas de sono, fadiga,
intolerancia ao exercicio, entre outros sintomas relacionados (MARTINEZ-LAVIN et
al., 1997; MEEUS et al., 2013; MENDEZ et al., 2006; SISTO et al., 1995).

Partindo da premissa que dores cronicas poderiam alterar o status
autonémico, BENGTSSON & BENGTSSON (1988) descreveram a relacdo entre SNA
e a FM. Neste trabalho, os autores relataram atenuacao na dor durante o repouso e
no numero de tender points, através do bloqueio do ganglio estrelado com
bupivacaina (anestésico de longa duragdo) ou com administragdo de guanetidina
(inibidor da liberagcdo neural de noradrenalina) e propuseram que alteragbes na

atividade simpatica em alguns pacientes poderiam contribuir na patogénese da FM.
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Corroborando estes dados, também foi observado que os pacientes com FM, em
repouso, apresentaram aumento da frequéncia cardiaca e reducdo da variabilidade
da frequéncia cardiaca (VFC) (MEEUS et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2012; STAUD,
2008).

Em contrapartida, resultados conflitantes foram demonstrados em relagdo ao
padrao de alteracdo do SNA. Grande parte destes estudos observou que a atividade
simpéatica estava aumentada e a parassimpéatica reduzida em pacientes com FM em
comparacao com pacientes saudaveis (FURLAN et al., 2005; MEEUS et al., 2013). O
predominio simpético na FM também foi fundamentado pelos dados de comparacdes
lineares entre os indices de atividade do SNS com a intensidade da dor e outros
sintomas da FM (MARTINEZ-LAVIN; HERMOSILLO, 2000; ZAMUNER et al., 2015).
Esta disfuncdo do SNA ou “disautonomia” parece desempenhar um papel
consideravel na fisiopatologia da FM, apesar de ainda ndo estar claro se essa
alteracdo é a causa ou o efeito da hiperalgesia (JACOMINI; SILVA, 2007). Com
fundamento na hipétese da hiperatividade simpatica, a FM foi incluida como uma
sindrome de Dor Neuropatica (DN) mantida simpaticamente (MARTINEZ-LAVIN,
2004). No entanto, estudos realizados no século XX utilizando teste de estimulacéo
auditiva e teste pressor nas maos sob estimulo a 10°C e 4°C, evidenciaram respostas
vasoconstritoras menores em pacientes com FM do que em controles normais,
indicando atividade simpatica menor ou aumento do ténus colinérgico em pacientes
com a doenca (QIAO; VAER@Y; MJRKRID, 1991; VAERQY et al., 1989a). Aléem disso,
niveis reduzidos de condutancia de pele em pacientes com FM apontaram niveis mais
baixos de sudorese. Considerando que a sudorese é regulada por terminais
simpaticos, isso demonstra influéncias tonicas diminuidas do SNS (REYES DEL
PASO; DE LA COBA, 2020).

E importante mencionar que os trabalhos citados acima utilizaram medidas
indiretas para avaliacdo da funcdo autonémica simpatica em individuos com FM, o
gue pode, pelo menos parcialmente, justificar os diferentes resultados obtidos.
Embora estes estudos sejam muito importantes, pois oferecem dados obtidos com
protocolos nao invasivos que podem ser aplicados mais facilmente na clinica, postula-
se que a utilizacdo de modelos animais pode subsidiar informac¢des mais detalhadas
e controladas que ajudardo na compreensao do papel do SNS na hiperalgesia durante
a FM.



2.2. Papel SNS naregulagcéo da hiperalgesia

Diversos estudos avaliando os mecanismos da regula¢édo da dor endégena na
FM geraram algumas informacdes sobre a funcdo simpatica nesta condicdo
(MARTINEZ-LAVIN, 2012, 2021; PETZKE; CLAUW, 2000). Um estudo piloto com 20
pacientes com FM, 20 pacientes com artrite reumatoide e 20 controles saudaveis
comparou a dor evocada por noradrenalina entre esses grupos. Verificou-se que a
resposta aumentada a dor foi de 80% dos pacientes com FM, 30% nos pacientes com
artrite e 30% nos controles. Por isso, conclui-se que nos individuos com FM hé& dor
evocada por noradrenalina, respaldando, assim, o principio de que a FM pode ser
uma sindrome com dor simpaticamente mediada ou simpaticamente mantida
(MARTINEZ-LAVIN et al., 2002). Estes dados foram corroborados por estudos
genéticos que demonstraram correlacdo positiva entre a presenca de polimorfismos
no gene que codifica a enzima catecol-o-metiltransferase (COMT), responsavel por
degradar as catecolaminas, com a maior intensidade de dor em pacientes com FM
(PARK et al., 2016; VARGAS-ALARCON et al., 2007). De fato, pacientes com
polimorfismos no gene da COMT e tratados com propranolol, um bloqueador ndo
seletivo dos B-AR, apresentaram melhora na percepc¢ao de dor (TCHIVILEVA et al.,
2010).

ZAMUNER et al. (2015) também demonstraram que a maior atividade simpatica,
mensurada pela atividade elétrica do nervo peroneal, foi diretamente relacionada com
a intensidade de dor em individuos fibromialgicos. Resultados experimentais obtidos
por OLIVEIRA et al. (2012) indicaram que a presenca da dor crénica generalizada
estava associada a um aumento significativo na atividade simpatica cardiaca em ratos
submetidos a um modelo de fibromialgia através da administracao intramuscular de
salina acida, sugerindo um aumento do risco de doencas cardiovasculares em
pacientes com dor cronica, os quais corroboram dados obtidos em humanos (COHEN
et al., 2001).

Contudo, ao contrario do que boa parte da literatura tem reportado em relagéo
a atividade simpética e a hiperalgesia desenvolvida, por exemplo, em individuos com
FM, sabe-se que o SNS pode induzir analgesia através de pelo menos dois
mecanismos diferentes. Um deles é exercido através de um controle ténico de
projecbes aferentes espinhais no corno dorsal da medula espinhal por vias

descendentes originarias de neurdnios noradrenérgicos e serotoninérgicas no tronco
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cerebral (HODGE et al., 1981; MILLAN, 2002), que parece ndo funcionar corretamente
em individuos com FM (KOSEK; EKHOLM; HANSSON, 1996; KOSEK; HANSSON,
1997; LAUTENSCHLAGER et al., 2015). Um segundo mecanismo é o bloqueio da
atividade de neurbnios aferentes primarios através da liberacdo de opioides
endogenos (BINDER et al., 2004).

Embora os mecanismos pelos quais o0 SNS modula as respostas nociceptivas
estejam longe de serem totalmente compreendidos, CAXARIA et al. (2023)
elegantemente demonstraram que o desenvolvimento da hiperalgesia mecanica em
um modelo animal de fibromialgia é dependente da migracdo de neutrdfilos para o
ganglio da raiz dorsal (DRG). Adicionalmente, neutréfilos expressam 2-AR (BARNES,
1999; DE COUPADE et al., 2004; JOHNSON, 2002) e a estimulacdo destes
receptores foi capaz de atenuar a ativacdo e migracao destes leucocitos (NICHOLLS
et al.,, 2018; SILVA et al., 2016). Desta forma, uma vez que diferentes trabalhos
reportaram que a atividade simpatica € menor em pacientes com FM (GISKE et al.,
2008; KOSEK; KADETOFF, 2010; QIAO; VAER@Y; MORKRID, 1991; VAER@Y et al.,
1989Dh), é possivel que a menor estimulagcédo dos 32-AR possa permitir a migracao dos
neutrofilos para o DGR e ativacéo de neurdnios sensoriais culminando na hiperalgesia

observada nestes pacientes.

2.3. Papel SNS naregulacdo da massa muscular esquelética

Além da dor musculoesquelética crénica e difusa, diversos sinais clinicos sao
manifestados por individuos com FM, entre eles pode-se citar aqueles relacionados
as alteracbes da funcdo muscular, como por exemplo a fadiga e fraqueza que
acometem este tecido (BONATERRA et al., 2016; FAVERO et al., 2019; KALYAN-
RAMAN et al., 1984; RUGGIERO; MANGANELLI; SANTORO, 2018; YUNUS et al.,
1986; YUNUS; KALYAN-RAMAN, 1989), fazendo com que a FM seja caracterizada
como uma desordem de carater musculoesquelética (LE GOFF, 2006). Ndo obstante,
as alteracdes funcionais observadas em musculos de pacientes com FM, andlises
histolégicas e ultraestruturais também demonstraram menor conteddo de
mitocdndrias, lesdo miofibrilar, acumulacdo anormal de glicogénio e atrofia de fibras
tipo Il (KALYAN-RAMAN et al., 1984; YUNUS et al., 1986). Estes estudos clinicos

foram suportados por estudos experimentais utilizando modelos animais de FM que



corroboraram a atrofia muscular descrita inicialmente (BONATERRA et al., 2016;
FAVERO et al., 2017, 2019).

Enquanto os mediadores enddgenos das alteracdes estruturais e funcionais
musculoesqueléticas ndo foram descritos durante a FM, aventou-se neste estudo, que
a atividade simpatica alterada poderia contribuir, pelo menos parcialmente, para a
atrofia muscular observada em pacientes fibromidlgicos. Esta hip6tese € suportada
nos diversos trabalhos que demonstraram que a atividade do SNS est4 aumentada
(MARTINEZ-LAVIN; HERMOSILLO, 2000; MARTINEZ-MARTINEZ et al., 2014,
ZAMUNER et al., 2015) ou mesmo diminuida (QIAO; VAER@Y; M@RKRID, 1991;
REYES DEL PASO; DE LA COBA, 2020; VAER@Y et al., 1989a) em individuos
fibromialgicos. Considerando que o SNS tem papel anabdlico e anti-catabdlico no
metabolismo de proteinas musculares e desta forma € capaz de induzir hipertrofia ou
diminuir a atrofia muscular (GONCALVES et al., 2012; NAVEGANTES et al., 2000;
RYALL; CHURCH; LYNCH, 2010; RYALL; LYNCH, 2008) é possivel especular que
enquanto o aumento na atividade simpatica observada durante a FM possa atenuar a
perda de massa muscular, a sua diminuicdo poderia facilitar a atrofia descrita nestes
pacientes. No entanto, a contribuicio do SNS na manutencdo da plasticidade
musculoesquelética durante a FM nao é conhecida.

Grande parte do que se sabe sobre o efeito protetor do SNS na massa
muscular vem de estudos utilizando agonistas de 2-AR (GONCALVES et al., 2012;
RYALL; LYNCH, 2008; SATO et al., 2012; TONGE et al., 2010), uma vez que estes
S&0 0s receptores adrenérgicos mais expressos na musculatura esquelética (LYNCH;
RYALL, 2008). A estimulacédo deste receptor culmina com a producao do segundo-
mensageiro AMPc, com consequente ativacdo da PKA e inibicdo da protedlise
muscular (GONCALVES et al., 2012; NAVEGANTES et al., 2000; SILVEIRA et al.,
2014). De fato, diversos estudos tém demonstrado que o AMPc é capaz de inibir as
protedlises Ca?*dependente (NAVEGANTES et al., 2000), proteassomal (SILVEIRA
et al., 2014) e lisossomal (MACHADO et al., 2019), provavelmente através de
mecanismos dependentes da PKA ou mesmo, através de uma sinalizagao intracelular
cruzada com a proteina quinase B (PKB ou AKT) (BAVIERA et al., 2010).

GRACA et al. (2013) discutiram como a deplecéo de adrenalina pode agravar
a protedlise durante o jejum em musculos esqueléticos de contracdo rapida. Neste

trabalho, os autores demonstraram que a remocéo bilateral da medula da adrenal
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(ADM) aumentou a protedlise proteassomal e a expressao dos atrogenes, MurF1 e
atrogina-1 em musculos extensores digital longo (EDL), sendo este efeito bloqueado
pela incubagcdo de musculos obtidos de animais ADM com adrenalina. Similarmente
ao descrito em animais jejuados, BONATERRA et al. (2016) observaram que
musculos de animais submetidos a um modelo de FM apresentaram atrofia e aumento
da expressdo de MuRF-1 e atrogina-1. Estes genes também estdo elevados em
musculos de animais senescentes corroborando a redugdo progressiva da forca e da
massa muscular secundéria ao envelhecimento, isto €, sarcopenia (CLAVEL et al.,
2006) e podem, pelo menos parcialmente, justificar o desenvolvimento precoce de
sarcopenia em paciente fibromidlgicos em relacdo aos controles saudaveis
(KAPUCZINSKI et al., 2022). Interessantemente, a atividade simpatica esta diminuida
durante o envelhecimento (DELBONO, 2003; DELBONO et al., 2021; RODRIGUES et
al., 2021) e o tratamento com agonistas f2-adrenérgicos é capaz de prevenir a atrofia
muscular desenvolvida durante a senescéncia (CONTE et al.,, 2012; RYALL;
SCHERTZER; LYNCH, 2007). Se o aparecimento precoce de sarcopenia em
individuos com FM é decorrente da menor atividade simpéatica ainda é uma questao
desconhecida e que merece atencéo ja que sendo ela importante para a manutencao
da saude muscular, poder-se-ia sugerir que a manipulacao terapéutica do SNS seria
uma estratégia promissora para prevenir e tratar a sarcopenia e outras condicées que

afetam a funcao e estrutura muscular durante a FM.



3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Avaliar a participacdo do Sistema Nervoso Simpatico na regulacdo da massa
muscular e hiperalgesia mecanica em um modelo murino de fibromialgia induzido por

meio da administracdo intramuscular de solucéo de salina acida (pH 4,0).

3.2. Objetivos Especificos

e Avaliar as possiveis alteracfes nas concentracdes plasmaticas e musculares
de catecolaminas e na sinalizacao adrenérgica durante o desenvolvimento da
hiperalgesia cronica muscular difusa através de um modelo murino de
fibromialgia induzido por meio da administracdo intramuscular de solugdo de
salina acida (pH 4,0).

e Avaliar o efeito da administracdo de um agonista seletivo de B2-AR na
hiperalgesia crénica difusa e na perda de massa muscular em um modelo
murino de fibromialgia induzido por meio da administracdo intramuscular de
solucéo de salina acida (pH 4,0).

e Avaliar a participagcdo de adrenalina no desenvolvimento da hiperalgesia

cronica difusa e na perda de massa muscular em animais normais.



4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Animais

No presente estudo foram utilizadas ratas da linhagem Wistar com cerca de
50-60g de massa corporea, cedidas pelo biotério da Universidade Federal de Sergipe.
Todos os animais foram mantidos no biotério do Laboratério de Neuroendocrinologia
Béasica e Comportamental (LANBAC), receberam racdo balanceada (NUVILAB® CR1,
Nuvital, Colombo, Brasil) para roedores e agua ad libitum, em ambiente com ciclos
claro-escuro de 12 horas (ciclo claro: 6h00 as 18h00), sob temperatura média de 25°C.

A realizacdo dos experimentos ocorreu no periodo diurno. Os animais foram
submetidos a eutanasia por meio de deslocamento cervical ou por decapitacdo sem
prévia anestesia, respeitando as diretrizes do Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA) e tomando os devidos cuidados para minimizar
desconforto e dor. Justifica-se a utilizacdo desse método sem anestesia devido os
varios sistemas que controlam o metabolismo de proteinas musculares, entre eles o
SNS, serem inibidos durante a anestesia podendo produzir um resultado falso
negativo (HALTER; PFLUG, 1980; WOOD, 1994).

Ademais, os animais que foram utilizados neste projeto tinham massa corporal
inicial de 50-60g chegando a 100-120g no final do experimento, uma vez que a
legislacdo permite tais procedimentos de eutanasia para animais de até 150g. Os
procedimentos experimentais foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA/UFS) registrados com o numero 5673050522 (Anexo 1) seguindo as
recomendacdes da Lei Arouca (Lei n® 11.794/2008).

4.1.1. Escolha dos animais

Levando em consideragéo que o procedimento de incubacao exige musculos
com pequena espessura para permitir a difusdo adequada de metabdlitos e oxigénio,
a utilizacdo de animais juvenis € extremamente necessaria ja que nos experimentos
ex vivo 0s musculos necessitam ser aerados com uma mistura de Oz e CO-. Por isso,
a utilizacdo de musculos obtidos de animais com porte maior prejudicaria a difuséo
dos gases e dos nutrientes incluidos no meio de incubacédo (BAVIERA et al., 2010;
GONCALVES et al., 2012). A utilizacdo de animais fémeas para a realizacdo desta

pesquisa fundamenta-se na prevaléncia mundial da doenca ser em individuos do sexo
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feminino (CAKIRBAY et al., 2006; GRANADOS et al., 2015; MARQUES et al., 2017).
Além disso, vale destacar que as fémeas utilizadas eram pré-puberes, a fim de evitar
gue a oscilagdo hormonal do ciclo estral pudesse causar alguma interferéncia no
estudo.

Além disso, utilizou-se musculos soleus nas andlises descritas abaixo, uma
vez que experimentos pilotos conduzidos no LANBAC desta Universidade, apontaram
gue este tipo muscular apresenta atrofia apos sete dias de indugéo da FM.

4.2. Modelos Experimentais

4.2.1. Hiperalgesia Cronica Difusa

Em estudos anteriores de inducéo de hiperalgesia crénica difusa o volume de
injecdo intramuscular de salina acida foi de 20pL em camundongos (SHARMA et al.,
2009) e 100pL em ratos (SLUKA; KALRA; MOORE, 2001). Considerando que 0s
animais aqui utilizados foram menores, realizou-se experimento preliminar com
corante azul de bromofenol para determinar o volume maximo de fluido que poderia
ser injetado no musculo gastrocnémio de uma rata jovem e permanecer contido no
tecido muscular. A partir de entdo, ao observar que o volume de 100uL provocou
extravasamento de liquido no musculo, utilizou-se 50uL de salina acida para inducéo
do modelo murino de fibromialgia.

Antes da primeira injecao para inducéao de FM, os animais foram previamente
anestesiados com isoflurano por via inalatéria e receberam 50uL de solucéo acida de
NaCl 0,9% (pH 4,0) administrada unilateralmente no masculo gastrocnémio da pata
esquerda no dia 0 e no dia 05. Vale destacar que em estudos anteriores mostrou-se
gue injecdes de salina acida separadas por 2 a 5 dias sdo suficientes para reduzir
bilateralmente o limiar mecanico de retirada da pata traseira por até 4 semanas e
assim produzindo uma hiperalgesia generalizada e de longa duracdo cujas
caracteristicas assemelham-se a individuos com fibromialgia (DESANTANA; DA
CRUZ; SLUKA, 2013; OLIVEIRA et al., 2012; SLUKA; CLAUW, 2016). Ja 0s animais
do grupo controle receberam injecdo intramuscular unilateral de solucdo NaCl 0,9%
com pH neutro no musculo gastrocnémio da pata esquerda em ambos os tempos. A
administracdo da inje¢do ocorreu sempre no periodo matutino.

De forma semelhante, um segundo protocolo de inducdo de hiperalgesia

mecanica foi executado, no entanto, ao invés da inje¢céo de salina acida, 50uL de uma
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solucdo a 3% de A-carragenina (Sigma-Aldrich, cédigo 22049) diluida em salina
fisiolégica foi injetada unilateralmente no musculo gastrocnémio esquerdo nos dia 0 e
5 (CAXARIA et al., 2023). Os animais do grupo controle receberam volumes iguais de
solucao de NaCl 0,9%.

4.2.2. Tratamento com Clembuterol

Os animais foram alocados em grupos Controle e FM e ap6s 4 dias de inducao
da hiperalgesia, estes grupos foram subdivididos em tratados com salina ou tratados
com clembuterol (CB; 3mg.kg™.dia, s.c.), ja que experimentos prévios conduzidos no
LANBAC demonstraram que apés 3 dias de inducdo da FM ainda ndo ha perda de
massa muscular, porém a hiperalgesia mecanica ja estava estabelecida. O CB é um
agonista seletivo de B2-AR e foi utilizado uma vez que estes representam 0s
receptores adrenérgicos mais expressos na musculatura esquelética (JENSEN et al.,
2002; KIM et al., 1991; LYNCH; RYALL, 2008), ademais esta dose de CB demonstrou
inibir a degradacao proteica muscular em animais jejuados (GONCALVES et al., 2009)
e desnervados (GONCALVES et al., 2012). Os animais do grupo controle foram
tratados com salina fisiol6gica também por via subcutanea com volume similar aos
animais tratados com CB pelo mesmo periodo apds inducédo da FM. A realizacao do
tratamento ocorreu sempre no periodo matutino. Apods 30 minutos da Ultima injecéo
de salina ou CB, os animais foram submetidos aos testes comportamentais e no 12°
foram submetidos a eutanasia para coleta dos musculos para avaliacéo da protedlise

total e sinalizacdo adrenérgica.

4.2.3. Cirurgia de Adrenodemedulacéo

A cirurgia de ADM, ou seja, remocédo bilateral da medula das glandulas
adrenais, foi realizada 07 dias antes dos experimentos ex vivo e comportamentais.
Para isso, no dia da cirurgia as ratas foram anestesiadas com uma mistura de
guetamina, 85 mg.kg* e xilazina, 10 mg.kg™, i.p. Apés a realizacdo da tricotomia no
dorso dos animais, foram feitas duas incisbes paralelas a coluna vertebral
imediatamente abaixo da ultima costela. Apos a visualiza¢do das glandulas adrenais,
estas foram pingcadas pela gordura perirrenal e levemente cortadas com auxilio de
uma pequena lamina de bisturi. Em seguida, as glandulas foram suavemente

pressionadas com auxilio de uma pin¢a pequena e somente a medula foi removida

12



para entdo, a glandula ser devolvida a cavidade abdominal. Ao final da cirurgia, 0s
animais foram suturados com fio de nylon 4-0 e foi realizada a limpeza da ferida
operatéria com alcool iodado para prevenir infec¢des secundarias (GRACA et al., 2013;
MANFREDI et al., 2019).

De forma semelhante, os animais do grupo controle foram submetidos ao
mesmo procedimento, a excecdo da remocdo da medula das glandulas adrenais.
ApGs o procedimento cirdrgico, os animais foram tratados por via intramuscular com
o0 analgésico néo opioide, flunexim-meglumine (2,5mg.kg*) e acompanhados nos dias
subsequentes. Os animais foram deixados para se recuperar da anestesia durante 1

hora antes de serem devolvidos ao seu ambiente normal.

4.3. Avaliagbes comportamentais

4.3.1. Limiar Mecanico de retirada da pata

Inicialmente, os animais foram adequadamente aclimatados nos aparelhos de
avaliacdo do limiar de retirada da pata (que corresponde a hiperalgesia mecanica)
durante 3 dias por 30 minutos, no ambiente da experimentacdo. Passado esse
periodo, antes de realizar a primeira injecdo de salina acida, foi realizada a
mensuracao dos valores basais de hiperalgesia mecéanica, através do teste utilizando
o analgesimetro digital (Von Frey, Insight®, Ribeirdo Preto, SP, Brasil), que consiste
em um transdutor de presséao adaptado por meio de um cabo a um contador digital
com capacidade do transdutor de 0,1 a 1000g que registra a pressao (grama/forca)
aplicada pelo experimentador, que ndo tinha conhecimento sobre o tratamento que
cada animal havia sido submetido. Na manha da avaliacdo comportamental, os
animais foram alocados em caixas transparentes sobre uma superficie de metal
vasada, a ponta do transdutor foi encostada na superficie plantar da pata traseira do
animal até que ele realizasse o movimento de retirada da pata mediante o estimulo
mecanico (DESANTANA; DA CRUZ; SLUKA, 2013; GOPALKRISHNAN; SLUKA,
2000; SOUSA et al., 2015).

Para realizacdo da avaliacéo, o estimulo foi aplicado por 5 vezes em ambas as
patas traseiras de cada animal até que ele realizasse o movimento de retirada da pata.
As avaliacdes transcorreram nos dias 0, 5, 6 e 12 (ap6s 7 dias da inducdo) (SLUKA
et al., 1999). A Figura 1 ilustra o analgesimetro digital e as caixas onde os animais

foram mantidos durante as avaliacdes similares aqueles usados neste trabalho.
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Figura 1. Aparelho analgesimetro digital utilizado na mensurac¢ao do limiar mecénico
de retirada da pata. Disponivel em: https://www.insightltda.com.br/produto/eff-302-

analgesimetro-digital-von-frey-acessorios/. Acesso: 17/05/2023 as 12h52.

4.3.2. Coordenacao motora
A coordenacao motora das ratas foi avaliada por meio do RotaRod (AVS®,
Sao Carlos, SP, Brasil), conforme apresentado na Figura 2. O equipamento utilizado
para medir estas variaveis € motorizado, utilizando aceleragcédo progressiva, variante
de 0 a 50 rotacdes por minuto (rpm). O aparelho utilizado avalia a capacidade de um
animal equilibrar-se sobre uma haste rotativa, pois a medida em que a velocidade
aumenta, torna-se mais dificil manter-se em equilibrio. Sendo assim, o periodo de
laténcia para cair da haste rotativa € usado como indicativo de coordenacdo motora
e de equilibrio (CARTER; MORTON; DUNNETT, 2001).
Primeiramente, os animais foram aclimatados durante trés dias seguidos com
o aparelho a 0 e 5 rpm (CARTER; MORTON; DUNNETT, 2001). As avaliacbes
ocorreram nos dias 0 (antes da inducdo do modelo de hiperalgesia), 6 (24h apds a
segunda injecao de salina acida) e 12 (7 dias ap6s a segunda injecdo de salina acida).
Nos dias em que aconteceram as avaliacdes, os animais foram submetidos ao
RotaRod em funcionamento, a uma velocidade constante de 10 rpm registrando-se o
tempo maximo que cada animal se manteve sobre o equipamento; sendo que, apos
o animal cair do equipamento, por desequilibrio ou qualquer outro fator, esperava-se,
14



pelo menos 1 minutos para que ele fosse recolocado até cinco vezes no aparelho e

0 maior tempo de permanéncia foi considerado.

Figura 2. Aparelho RotaRod digital utilizado na mensuracéo da coordenacao motora.
Disponivel em: https://www.avsprojetos.com.br/product-page/rotarod.  Acesso:
17/05/2023 as 12h52.

4.3.3. Forca muscular

Para avaliar a forca muscular foi realizado o teste por meio do Grip Strenght
Meter (Insight®, Ribeirdo Preto, SP, Brasil), conforme observado na Figura 3. O
equipamento possui um sensor de forca com capacidade de até 5 Kg de forca de
tracdo com grade de aco-inox acoplada. No momento da avaliagdo, o animal foi
posicionado pelo avaliador de forma que as patas traseiras do animal permaneceram
em contato com a grade do aparelho, na qual o animal segurou-a naturalmente
enquanto sua cauda foi suavemente puxada para tras na direcdo do examinador.
Nesta avaliacdo, as patas dianteiras eram mantidas suspensas pelo examinador. A
forca maxima da preenséo antes da liberacéo da preensao foi registrada sendo cada
sessdo composta por 5 tentativas. Por consequéncia, o sensor efetuava a mediacao
da forca em (g) que o animal exerceu ao agarrar a grade com as patas traseiras.
Foram realizadas cinco mensuracfes em cada animal e obtida a sua média em fungéo
da massa corporal do animal (RUIZ et al., 2022; SLUKA; KALRA; MOORE, 2001,
WANG et al., 2008).
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Figura 3. Aparelho Grip Strenght Meter utilizado na mensuragéo da forga muscular.
Disponivel em: https://www.insightltda.com.br/produto/eff-305-grip-strenght-meter-
ratos-e-camundongos/. Acesso: 17/05/2023 as 13h08.

4.4. Reacdo em cadeia da polimerase (PCR) quantitativa

O RNA das amostras foi extraido pelo método do TrizolTM (TRIzol™ Reagent,
cédigo 15596018; Invitrogen, EUA) e quantificado por densidade Optica em
espectrofotometro (260nm). Apods tratamento de 1pug de RNA total com DNase
(Amplification Grade, coédigo 18068015, Invitrogen, EUA), o cDNA foi sintetizado
utilizando o kit (High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit, cédigo 4368813,
Applied Biosystems, EUA) em um volume de 10uL contendo 1pL MultiScribe™
Reverse Transcriptase (RT), 2L de do tampéao da RT, 0,8uL de dNTP Mix (100 mM),
2uL de RT Random Primers e 4,2uL H>O autoclavada. Posteriormente, as amostras
foram aquecidas a 25°C por 10 minutos, entdo a 37°C por 120 minutos e por fim, a
85°C por 5 minutos. Os cDNAs foram posteriormente submetidos ao PCR em tempo
real utilizando-se o kit Power SYBR™ Green PCR Master Mix (n° 4367659, Applied
Biosystems, EUA) com sequéncias de primers especificos conforme especificado na
Tabela 1. Os resultados foram adquiridos emsistema de detec¢cdo CFX96 Touch Real-
Time PCR Detection System (Bio-Rad, EUA) com os seguintes parametros: 95°C (10
minutos), seguido de 40 ciclos de 95° C (15 segundos) e 60°C (1 minuto), seguido
pelo ciclo de dissociacao para verificagdo de um produto através de analise pela curva
melting. Para a analise do RNAm, o nivel relativo da expressao do gene foi calculado
em referéncia a expressao do Rpl39 na amostra, utilizando-se o método do ciclo
threshold (Ct).
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Tabela 1. Sequéncia dos primers utilizados no estudo.

Primers Sequéncia
B2-AR (Receptor f2-adrenérgico) Forward: CAGGCCTATGCTATCGCTTC
Reverse: TGCCCTCGGATTTGTCTATC
PKAc (subunidade catalitica a da Forward: AATGGGAGACCCCTTCTCAG
PKA) Reverse: TCCCACTTTCCTTGTGCTTC

AC 7 (Adenilato ciclase, isoforma 7) Forward: TGGCTCTCTATGTGCTGGTG
Reverse: TCTCCAAGGAGTCCCACATC

AC 9 (Adenilato ciclase, isoforma 9) Forward: TGGGATCCATCTGTTTGTCA
Reverse: CCTCTCCTTCAGGGCTTTCT

SIK-1 (Quinase induzida por sal do Forward: TGCTCCAGTTACAGCACCAC
tipo 1) Reverse: AGTGGGATTCCAGACACGAG

Rpl39 (Proteina ribossomal L39) Forward: CAAAATCGCCCTATTCCTCA
Reverse: AGACCCAGCTTCGTTCTCCT

4.5. Extracdo, dosagem e analise do conteudo proteico através de Western
blotting

Previamente, os muasculos foram coletados e homogeneizados no
TissueLyser Il por 3 minutos a uma frequéncia de 25 agitacées/s em tampado RIPA
(Tampéo para ensaio de radioimunoprecipitacdo) contendo inibidores de proteases
(5pg.mL* de aprotinina, 1pug.mL* de leupeptina e 1ImM de PMSF) e de fosfatases
(20,09 mM de NasP207; 100 mM de NaF; 10,28 mM de NasVO4). O homogenato foi
centrifugado a 15.000 rpm a 4°C, e o sobrenadante foi separado e diluido 200X em
agua Milli-Q para a dosagem de proteinas por meio do método de LOWRY etal. (1951).
Posteriormente, uma aliquota do sobrenadante foi diluida em volume igual de tampéao
Laemmli (125mM de Tris, 4% de dodecil sulfato de sodio, 20% de glicerol, 100mM de
ditiotreitol e 3mg de azul de bromofenol, pH 6,8), aquecida a 70°C por 5 minutos e
submetidos a eletroforese em gel de SDS-PAGE. A eletro-transferéncia das proteinas
do gel para membrana de nitrocelulose (poro de 0,45 um, codigo SC- 3724, Santa
Cruz Biotechnology, EUA) foi realizada a 400mA em sistema de transferéncia semi-
seco por 30min. ApGs o bloqueio com leite desnatado 5%, as membranas foram

incubadas com anticorpos primarios especificos e posteriormente com anticorpo
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secundério conjugado com peroxidase (HRP), conforme apresentado na Tabela 2.
Em seguida, as membranas foram lavadas em solugdo TBST (20 mM Tris + 160 mM
NaCl e 0,1% Tween 20) para remover 0 excesso de anticorpo secundario. A revelacéo
foi realizada apds incubacdo das membranas com reagente amplificador de
quimioluminescéncia (Tris 1 M, pH 8,5; 250 mM de luminol; 90 mM de acido p-
coumarico; 0,3% peréxido de hidrogénio) no aparelho iBright Imaging Systems
(Thermo Fisher Scientific, EUA).

A andlise quantitativa dos blots foi realizada através de quantificacdo da
intensidade das bandas através de densitometria por meio do software iBright Analysis
Software (Thermo Fisher Scientific, EUA). Logo apés serem quantificados, os valores
foram corrigidos pela densitometria da -actina, proteina utilizada como controle de
carregamento. Seguidamente, os resultados foram comparados com 0s respectivos

grupos controles.

Tabela 2. Anticorpos primario e secundarios utilizados no estudo.

Anticorpo Cdédigo — Marca Diluicdo
B2 Adrenergic Receptor antibody ab69598 — Abcam 1:500
Phospho-(Ser/Thr) PKA Substrate #9621 - Cell Signaling 1:1000
Phospho-HSL (Ser660) #45804 - Cell Signaling 1:1000
pSerl33-CREB #9198 - Cell Signaling 1:500
Total CREB #9197 - Cell Signaling 1:1000
BActin Anticorpo (C-2) sc-8432 - Santa Cruz 1:1000
Goat anti-Mouse Secondary Antibody 31430 — Invitrogen 1:3000
Goat anti-Rabbit Secondary Antibody 31460 — Invitrogen 1:2000

4.6. Procedimentos experimentais para analise da protedlise em musculos
esqueléticos de ratas

A preparacao de musculos isolados dos animais foi utilizada para avaliar o
metabolismo de proteinas ex vivo. Na manha do experimento, os animais foram
pesados e eutanasiados por deslocamento cervical ou decapitacdo coletando-se
cuidadosamente 0os musculos soleus. Posteriormente, os musculos foram pesados em
balanca eletrénica digital, fixados por meio dos seus tenddes em suportes de aluminio,
mantendo-os no comprimento aproximado de repouso, incubados em tampéo Krebs
Ringer bicarbonato (0,120M de NaCl; 0,015M de NaHCQO3; 4,828mM de KCI; 1,2mM
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de MgSO4; 1,212mM de KH2PO4; 2,4mM de CaCl2 - pH 7,4) e aerados com
carbogénio (95% de O5 e 5% de COy). Estas condi¢des permitem gue todas as fibras

musculares estejam na mesma condi¢cdo nutricional, evitando-se o comprometimento
das fibras musculares centrais. Esta preparacdo garante a manutencao dos niveis
intracelulares de ATP, fosfocreatina e glicogénio, reproduzindo ex vivo o estado
energético in vivo do musculo, tornando este ensaio viavel poraté 9 horas de incubacéo
para o estudo do metabolismo proteico (COSTA et al., 2021; KETTELHUT; WING,;
GOLDBERG, 1988).

Os masculos foram incubados por 1 hora em banho-maria a 37°C (pré-
incubacao), sob agitacdo constante, a fim de estabelecer o equilibrio da velocidade
de liberacéo da tirosina para o meio de incubacéo. Apos a pré-incubacéo, os meios
foram renovados e incubados com 0 mesmo meio por 2 horas. Apos o periodo de
incubagao, 1mL do meio foi coletado e adicionado a 0,25mL de &cido tricloroacético
(TCA) 10% para a determinacdo da tirosina liberada. A degradacdo de proteinas
musculares ex vivo foi estimada pela liberagdo de tirosinano meio de incubacao na
presenca de ciclohexamida, um inibidor de sintese proteica. Este aminoacido é usado
como referéncia para avaliagdo do metabolismo de proteinas, uma vez que nao é
metabolizado e nem sintetizado novamente pela célula muscular, além de ser
facilmente dosado e com grande sensibilidade pelo método fluorimétrico (WAALKES;
UDENFRIEND, 1957). De tal modo que a concentracao de tirosina presente no meio
de incubacéaoreflete diretamente a velocidade de degradacéo de proteinas totais pela

célula muscular esquelética.

4.7. Determinacao do conteudo de catecolaminas plasméatica e muscular

No dia da coleta dos musculos, os animais foram eutanasiados por
decapitacao e o sangue foi coletado em tubos heparinizados. Logo apds, o sangue foi
centrifugado para obtencéo do plasma. Enquanto os musculos foram imediatamente
congelados a -80°C, 50mg de Na»S»Os foi adicionado a 500uL do plasma para
posterior armazenamento a -80°C. Posteriormente, as amostras foram processadas
para dosagem de catecolaminas através da técnica de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) utilizando cromatégrafo Shimadzu equipado com uma coluna de

fase reversa Spherisorb ODS Il (Sigma-Aldrich, Alemanha), acoplado a um detector
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eletroquimico modelo L-ESD-6A e a um poligrafo modelo C-R5A (GAROFALO et al.,
1996; KHAN et al., 2016).

4.8. Delineamento experimental
4.8.1. Caracterizacao da sinalizacéo adrenérgica em modelo de FM em ratas.
Primeiro, para confirmar a validagdo do modelo de hiperalgesia cronica difusa
através da injecao intramuscular dupla unilateral de 50uL de solucdo de salina acida,
foram formados dois grupos: Controle e Fibromialgia que receberam salina fisiolégica
neutra (Controle) e acida (FM), respectivamente. Assim, no dia 0 os animais foram
submetidos as andlises comportamentais para confirmar a auséncia de hiperalgesia
endogena e posteriormente tratados com salina neutra e acida. Este mesmo protocolo
foi repetido no dia 05. Vinte e quatro horas ap0s a segunda injecdo de salina, os testes
comportamentais foram novamente realizados para confirmar a instalacdo do modelo.
Apoés sete dias da segunda injecdo de salina, as analises comportamentais foram
realizadas (hiperalgesia mecanica, for¢ca e coordenacédo motora) e posteriormente 0s
animais foram submetidos a eutanasia para coleta do plasma (dosagem de adrenalina)
e dos muasculos soleus ipsilateral (dosagem de noradrenalina) e contralateral
(avaliacdo da sinalizacdo adrenérgica por meio de RT-PCR). Posteriormente, este
experimento foi repetido e os musculos soleus de ambas as patas foram coletados
para avaliacdo da protedlise total (ipsilateral) e da sinalizacdo adrenérgica por meio
do western blotting (contralateral). Representacéo da linha temporal experimental esta

apresentada na Figura 4.
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Figura 4. Representacao temporal do modelo de hiperalgesia mecanica através da

dupla injecéo intramuscular unilateral de 50pL de solugdo NaCl 0,9% (pH 4,0) em ratas.
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4.8.2. Efeito da estimulagdao B2-adrenérgica na regulacdo da hiperalgesia e
massa muscular em um modelo de FM em ratas.

Apo6s a confirmacdo que protocolo de FM adaptado neste estudo induziu
hiperalgesia difusa e cronica e adicionalmente, a perda de massa muscular, um novo
experimento foi realizado de forma similar ao descrito anteriormente. No entanto, apds
quatro dias de inducdo da FM, isto €, no dia 9, os grupos controle e FM foram
subdivididos e tratados com salina ou CB (3mg.kg*.dia, sc) até um dia antes da
eutanasia. E importante mencionar que experimentos prévios realizados no LANBAC
demonstraram que até 3 dias de FM nao h& perda de massa muscular, por isso, 0
tratamento com CB foi iniciado ap6s este tempo (dados ndo publicados). Desta forma,
foram formados 4 grupos: Controle (sem indugéo da hiperalgesia e tratado com salina
por via s.c.); FM (com inducéo da hiperalgesia e tratado com salina por via s.c.); CB
(sem inducéo da hiperalgesia e tratado com CB por via s.c.) e FM+CB (com inducéo
da hiperalgesia e tratado com CB por via s.c.). Entdo, no 12° dia, foram realizadas as
analises comportamentais, os animais foram submetidos a eutanasia e os musculos
soleus ipsilateral (protedlise total) e contralateral (western blotting) foram coletados.

Representacéo da linha temporal experimental esta apresentada na Figura 5.

TSI DD DRI TNI
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ﬁ Inje¢ao Salina neutra i.m. ﬁ Injeciio Salina dcida pH 4,0 i.m.

‘ Injecdo Salina neutra s.c. ﬂ Injecio CB (3mg.kg.dia) s.c. Hl Hiperalgesia mecénica @ Forga 'I' Eutanasia

Figura 5. Representacdo temporal do efeito do Clembuterol (CB, 3mg.kg*.dial; s.c.)
na hiperalgesia mecéanica e perda de massa muscular induzida pela dupla injecéo

intramuscular unilateral de 50uL de solucdo NaCl 0,9% (pH 4,0) em ratas.
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4.8.3. Caracterizagcdo da nocicepcdo, do metabolismo proteico muscular e
liberacdo de catecolaminas em um modelo de hiperalgesiainduzido pelainjecao
intramuscular de carragenina.

Para avaliar se as possiveis alteracbes autonémicas decorrentes da
administracdo intramuscular de salina acida séo especificas deste modelo de FM ou
se sdo caracteristicas do desenvolvimento de hiperalgesia mecanica, um segundo
protocolo foi utilizado. Similarmente ao modelo da salina &cida, os animais foram
aclimatados no laboratorio e nos aparelhos para avaliagdes comportamentais por pelo
menos trés dias. No dia 0 foram entéo realizados os testes de hiperalgesia mecéanica
(limiar de retirada da pata), de forca (grip test) e de coordenacdo motora (rotarod) e
posteriormente os animais foram divididos em dois grupos: i) Controle, que recebeu
uma injecdo no musculo gastrocnémio esquerdo de 50uL da solugcéo de NaCl 0,9% e
ii) Carragenina, onde a A-carragenina (3%, diluida em solucdo de NaCl 0,9%) foi
injetada no mesmo local e no mesmo volume nestes animais, conforme protocolo
adaptado de (CAXARIA et al., 2023; RADHAKRISHNAN; MOORE; SLUKA, 2003). No
dia 5, novamente os animais foram submetidos aos testes comportamentais e em
sequéncia, receberam a segunda injecao intramuscular de 50uL de NaCl 0,9%
(Controle) ou 3% de A-carragenina (Carragenina). No dia 6, a hiperalgesia foi
confirmada e os animais foram acompanhados até o 12° quando realizaram as
analises comportamentais para em sequéncia serem submetidos a eutanasia para
coleta dos musculos soleus ipsilateral (protedlise) e contralateral (dosagem de
noradrenalina) e o plasma (dosagem de adrenalina). Um resumo deste protocolo esta

apresentado na Figura 6.

A A A
( ® o
| |

>Manipula<;€lo>>ﬁ;>> 1>> 2>> 3>> 4>>ﬁ1>> 6>> 7>> 8>> 9>> 10>> 11>>:|2->

ﬁ Injeciio Salina neutra
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Figura 6. Representacdo temporal do modelo de hiperalgesia mecéanica através da
duplainjegao intramuscular unilateral de 50uL de solu¢ao 3% de A-Carragenina diluida

em NaCl 0,9% em ratas.
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4.8.4. Avaliagcdo da participagcdo da adrenalina circulante no controle da
hiperalgesia e massa muscular de ratas.

Previamente os animais foram aclimatados por trés dias com o analgesimetro
digital e entdo no dia 0 a hiperalgesia mecanica foi avaliada e posteriormente, sob
condi¢Bes basais, os animais foram divididos em dois grupos: Controle (ou falso-
operado, isto €, SHAM) e um grupo ADM (remocdao bilateral da medula da adrenal).
ApOs recuperacao da cirurgia, os animais foram alocados em suas respectivas caixas
e acompanhados até o 7° dia para novamente serem submetidos ao teste de Von Frey
e em seguida, a eutanasia para coleta dos musculos soleus para avaliacdo da
protedlise total conforme apresentado na Figura 7.

>Manipu[ac,ao>> 0>>1>>2>>3>> 4>> 5>> 6>> 7>
X T

* Cirurgia Il Hiperalgesia mecinica _I_ Eutanasia

Figura 7. Representacdo temporal da avaliacdo da participacdo da adrenalina
circulante na regulacdo da hiperalgesia mecanica e massa muscular em ratas

mantidas em condi¢des basais.

4.9. Analise estatistica

Os resultados estéo apresentados como média + erro padrdo da média (EPM).
A normalidade dos dados foi avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk. Posteriormente, 0s
resultados foram submetidos ao teste t de Student ou a analise de variancia (ANOVA)
de duas vias (fator 1= Fibromialgia ou adrenodemedulacdo, fator 2: Tempo ou
tratamento com CB) seguido de pos teste de Bonferroni, quando necessério. O nivel

de significancia aceito foi de 5% (i.e., p<0,05).
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5. RESULTADOS
5.1. Caracterizacdo da sinalizacdo adrenérgica em modelo de FM em ratas.

Para validar o modelo de indu¢édo de FM através da injecao intramuscular de
salina &cida, inicialmente foi avaliado o limiar de retirada da pata ipsilateral e
contralateral das ratas até o 12° dia de experimento. Conforme pode ser observado
na Figura 8a, houve reducéo no limiar de retirada da pata de aproximadamente 39%
e 47% um (dia 6) e sete (dia 12) dias, respectivamente, apds a segunda injecao de
salina 4cida em relacao aos animais do grupo Controle na pata ipsilateral. Resultados
similares foram observados na pata contralateral (Figura 8b), confirmando o caréater
difuso da dor descrita inicialmente neste modelo. Adicionalmente, o grupo FM
apresentou reducéo da forca avaliada pelo Grip strenght test somente no 12° dia de
experimento (~34% vs. Controle, Figura 8c), no entanto, ndo houve diferenca entre
0S grupos no teste de coordenagdo motora em nenhum dos tempos avaliados (Figura
8d). Areducao da forca exercida pelas patas posteriores foi associada com diminui¢ao
da massa dos musculos soleus (~8% vs. Controle, Figura 8e), que pode ser justificada,
pelo menos parcialmente, pelo aumento na taxa de degradacéo proteica total neste
tecido (~36% vs. Controle, Figura 8f).
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Figura 8. Efeito da dupla injecdo intramuscular de salina acida no desenvolvimento
de hiperalgesia mecanica difusa na pata ipsilateral (em g e convertida a 100% do
Controle, em a) e contralateral (em g e convertida a 100% do Controle, em b), na forca
(em g.kg* massa corporal e convertida a 100% do Controle, em c), coordenacéo
motora (em segundos, em d), massa muscular (em mg.100g?* massa corporal e
convertida a 100% do Controle, em e) e na degradacdo proteica (em nmol de
tirosina.mg musculo?.2ht e convertida a 100% do Controle, em f) de musculos soleus
de ratas. Em e, foram contabilizados os valores dos musculos ipsilateral e contralateral.
Os resultados sédo expressos como média + erro padrdo da média. De a-d, os
resultados foram analisados através de andlise de variancia (ANOVA) de duas vias
com os fatores fibromialgia e tempo e posteriormente submetidos ao teste de
Bonferroni. Em e-f, os dados foram analisados através de teste t de Student. *p<0,05
vs. Controle (n=5/ grupo).
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Apos a validacdo do modelo de hiperalgesia e da perda de massa muscular, o
plasma e musculos soleus dos animais foram coletados para avaliacdo do contetdo
de catecolaminas através da técnica de CLAE e da sinalizagdo adrenérgica. Os
resultados demonstraram que o grupo FM apresentou reducao de aproximadamente
33% na concentracdo plasmatica de adrenalina (11,584 + 2,023 ng.mL! vs. 17,428 +
0,874 ng.mL1, n=5-6/ grupo) e de ~32% de noradrenalina muscular (55,708 + 5,098
ng.g?vs. 82,247 + 6,459 ng.g, n=5-6/ grupo) em relacdo ao grupo Controle (Figura
9a-b). Posteriormente, a sinalizacdo adrenérgica foi avaliada por meio da
guantificacdo do conteudo de RNAm dos genes que codificam o B2-ar, a subunidade
catalitica a da PKA (cPka), das isoformas 7 e 9 da adenilato ciclase (Ac) e de um dos
alvos-diretos de CREB, isto €, quinase induzida por sal do tipo 1 (Sik-1). Os resultados
apresentados na Figura 9c indicam ndo haver diferenca na expressdo em nenhum
dos genes avaliados entres os grupos Controle e FM. No entanto, o conteudo das
proteinas fosforiladas pela PKA foi diminuido pela FM (~22% vs. Controle), sendo este
resultado confirmado pela quantificacdo do conteddo da lipase hormdnio sensivel
(HSL) em um sitio de fosforilacdo especifico da PKA, isto &, Serina®?, que apresentou
reducdo também de aproximadamente ~22% vs. Controle e do contetido de pSertss-
CREB (~26% vs. Controle), embora a expressao proteica do 2-AR nao tenha sido

alterada entre os grupos (Figura 9d-e).
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grupo; em a), no contetdo de noradrenalina (em ng.g musculo; n=5-6, em b), na expressao génica do 32-receptor adrenérgico (p2-
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5.2. Efeito da estimulagao B2-adrenérgica naregulacdo da hiperalgesia e massa

muscular em um modelo de FM em ratas.

Como esperado, os animais do grupo FM apresentaram reducdo de
aproximadamente 33% e 41% no limiar de retirada da pata ipsilateral em relagéo aos
Controles, apés 1 (dia 6) e 7 dias (dia 12) de inducdo da hiperalgesia muscular,
respectivamente (Figura 10a). Interessantemente, o tratamento com CB que foi
iniciado apds o dia 8, atenuou este processo em cerca de ~17% em relacao ao grupo
FM. Resultados similares foram observados na pata contralateral (Figura 10b) e na
avaliacdo da forca executada pelos membros posteriores (Figura 10c).

Enquanto o tratamento com CB em animais normais nao produziu qualquer
alteracdo na hiperalgesia mecéanica ipsilateral e contralateral, houve elevagéo na forga
de aproximadamente 52% (Figura 10c) que foi associado a um aumento na massa
muscular de ~27% (Figura 10d) e diminuicdo da degradac&o proteica (~12%; p=
0,0772; Figura 10e) em relacdo ao grupo Controle. Por outro lado, o tratamento com
CB em animais FM atenuou a perda de forca em ~30% e completamente aboliu a
perda de massa e a elevacao na protedlise em musculos soleus em relagéo ao grupo
FM.

Os resultados descritos acima, foram associados com reducéo da sinalizacéo
adrenérgica avaliada pela diminuicdo no contetdo de substratos fosforilados pela PKA
(~22%), de pSeé0-HSL (~49%) e de pSe13B-CREB (~18%) nos animais com FM em
relacdo ao Grupo Controle. Adicionalmente, o tratamento com CB reestabeleceu a

sinalizacdo adrenérgica nos animais com FM (Figura 10f-g).
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5.3. Caracterizacdo da nocicepcdo, do metabolismo proteico muscular e
liberacdo de catecolaminas em um modelo de hiperalgesiainduzido pelainjecao
intramuscular de carragenina.

Como esperado, a dupla injecdo de carragenina induziu uma diminui¢do no
limiar de retirada da pata ipsilateral de ~38% e ~44% em relacdo ao Controle, ap6s 1
(dia 6) dia e 7 dias (dia 12), respectivamente (Figura 11a). Resultados similares foram
observados na pata contralateral (Figura 11b), confirmando o desenvolvimento da
hiperalgesia mecénica. Adicionalmente, houve redugdo da forca em
aproximadamente 45 e 40% executada pelos membros inferiores no dia 6 e 12,
respectivamente (Figura 11c). Por outro lado, ndo houve alteracéo na coordenacéo
motora (Figura 11d), na massa muscular (Figura 11e), e na taxa de degradacao
proteica total em soleus (Figura 11f), nos animais com indu¢do do modelo de FM
através da administracdo de carragenina em comparacao aos Controle. Contudo,
neste modelo também observou-se reducdo na concentracdo plasmatica de
adrenalina (10,374 + 1,300 ng.mL! vs. 15,280 + 1,213 ng.mL, n=5/grupo) nos
animais submetidos a injecéo de carragenina em relacdo ao grupo Controle (Figura
11g), embora o conteudo de noradrenalina no musculo soleus néo tenha sido alterado

neste modelo de hiperalgesia mecéanica (Figura 11h).
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variancia (ANOVA) de duas vias com os fatores tempo e carragenina e posteriormente submetidos ao teste de Bonferroni (em a-d)
ou ao teste t de Student. *p<0,05 vs. Controle e #p<0,05 vs. carragenina (n=5-6/ grupo).
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5.4. Avaliagcdo da participacdao da adrenalina circulante no controle da
hiperalgesia e massa muscular de ratas.

Considerando que as catecolaminas (adrenalina e noradrenalina) se
apresentaram alteradas nos animais do grupo FM nos experimentos anteriores; além
do que, esses animais apresentaram menor capacidade de forca muscular, maior
hiperalgesia mecanica, maior perda de massa muscular e maior degradacao proteica
comparados aos animais do grupo Controle. Entdo, decidiu-se investigar se em
animais normais, ap0s a realizacdo da ADM e, portanto, deplecdo da adrenalina
circulante (GRACA et al., 2013; MANFREDI et al., 2019), seriam mimetizados 0s
mesmos parametros que os animais fibromialgicos.

Assim foi avaliado o efeito da ADM no desenvolvimento da hiperalgesia crbénica
difusa ipsilateral e contralateral, na perda massa muscular e protedlise total em
musculos soleus. Como pode ser observado na Figura 12a-b, os animais do grupo
ADM apresentaram maior hiperalgesia mecanica mensurada pelo limiar de retirada da
pata direita (aqui referida como ipsilateral) de aproximadamente 11% quando
comparados os animais do grupo Controle, sete dias apés a cirurgia. Embora tenha
sido observado um aumento na hiperalgesia mecanica na pata contralateral de ~13%
sete dias apos a ADM, este resultado nao foi significativamente diferente do Controle
(p=0,0688, n=6/grupo). Além disso, o grupo ADM perdeu mais massa muscular (~
93%, Figura 12c), que foi associada a maior degradacdo proteica quando

comparados aos animais do grupo Controle (~26%, Figura 12d).
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contabilizados os valores dos musculos ipsilateral e contralateral. Os resultados séo expressos como média + erro padrdo da média
e analisados através de andlise de variancia (ANOVA) de duas vias com os fatores ADM e tempo e posteriormente submetidos ao
teste de Bonferroni (em a e b) ou ao teste t de Student (em ¢ e d). *p<0,05 vs. Controle e #p<0,05 vs. FM (n=5-6/ grupo).
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6. DISCUSSAO

A fisiopatologia da FM ainda ndo possui uma causa definida, porém, sabe-se
gue o SNS parece estar envolvido em parte no desenvolvimento desta doenca.
Considerando que a hiperalgesia, perda de massa e de forca muscular sdo alguns
dos sintomas apresentados por individuos com FM, procurou-se neste estudo
investigar a participacdo do SNS nesses processos utilizando um modelo animal com
inducdo de dor crbnica generalizada, por meio da dupla injecdo intramuscular
unilateral de solucéo acida de NaCl (pH 4,0) (DESANTANA; DA CRUZ; SLUKA, 2013).
Este modelo murino de FM é mantido, em grande parte, por mecanismos dependentes
de alteracbes na atividade do Sistema Nervoso Central (SNC) e mimetiza condi¢des
fisiologicas apresentadas por individuos com FM, devido pouco dano no tecido
muscular, disautonomia cardiovascular e prejuizo no processamento nociceptivo
central (BRUM et al., 2022). A administracao de salina acida com intervalo entre 2e 5
dias é capaz de diminuir o limiar mecéanico de retirada das patas em roedores e a
hiperalgesia pode perdurar por até 4 semanas de forma generalizada e de longa
duracdo, esses fatos mimetizam o0 que acontece em pacientes fibromialgicos
(DESANTANA; DA CRUZ; SLUKA, 2013; OLIVEIRA et al., 2012; SLUKA; CLAUW,
2016). Além do que, a hiperalgesia induzida por este modelo de dor cronica consegue
ser revertida por tratamento medicamentoso a base de anti-hiperalgésicos
frequentemente utilizados na clinica (BRUM et al., 2022).

Vale salientar que este modelo é uma abordagem de dor néo inflamatoria que
afeta 0 sistema musculoesquelético e consiste em duas injecdes de solucdo salina
acida administradas unilateralmente no musculo gastrocnémio, com um intervalo de
tempo entre elas. A primeira injecdo provoca rapida e transitoria hiperalgesia em
ambas as patas traseiras, preparando 0s nociceptores para a segunda inje¢cao, que
causa hiperalgesia mecanica disseminada persistente por até quatro semanas (BRUM
et al., 2022).

Embora ndo se saiba exatamente quais mecanismos estdo envolvidos no
aumento da excitabilidade de vias nociceptivas centrais ap6s a administracao de
solucéo &cida de NaCl (pH 4,0), apontamos pelo menos duas hipéteses, com base
em estudos disponiveis na literatura: 1) ativacdo de vias neuronais por meio de
citocinas proé-inflamatérias e 2) modulagcdo neural envolvendo canais ibnicos

sensiveis a diminui¢cdo do pH local.
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Para a primeiro pressuposto, vale considerar que citocinas liberadas por
células imunes possuem papel importante no desenvolvimento da dor (LITTLEJOHN,
2015; LITTLEJOHN; GUYMER, 2018). Estudos mostram que apOs injecdes de
solucédo salina em camundongos machos e ratas, citocinas pré-inflamatérias como IL-
1 e IL-6 aumentam agudamente no tecido muscular, sugerindo sua participacao na
resposta inflamatoria e possivelmente na geracdo da dor (REZENDE et al., 2019;
SUTTON; OPP, 2015). No entanto, essa expressao aumentada das citocinas pro-
inflamatdrias citadas ndo se resume somente em tecidos periféricos, mas atuam
também em regides centrais a exemplo do hipocampo de ratos apés administracdes
intramusculares de salina com pH acido (ABD-ELLATIEF; MOHAMED; KOTB, 2018),
indicando assim possivel processo de inflamacao neural.

Numa outra conjectura, 0s canais ionicos sensiveis a &acidos (ASIC)
desempenham um papel crucial na modulacéo neural no SNC e na dor associada a
acidose tecidual no sistema periférico, sendo os principais sensores de acido
envolvidos na dor muscular provocada por acidose (BIRDSONG et al., 2010; IMMKE;
MCCLESKEY, 2001; REIMERS et al., 2017). Sabe-se que existem pelo menos quatro
genes que codificam seis subtipos na familia de canais i6nicos ASIC, incluindo
ASICla (WALDMANN et al.,, 1997b), ASIClb (CHEN et al.,, 1998) e ASIC3
(WALDMANN et al., 1997a). O papel do ASIC3 na dor relacionada a acidose tecidual
foi amplamente estudado em varios modelos animais (HSU et al., 2019; LIN; SUN;
CHEN, 2015; WU et al., 2012), incluindo a hiperalgesia mecanica induzida por acido
muscular (SLUKA et al., 2003). Apesar do ASIC1b ser expresso especialmente em
neurdnios sensoriais periféricos (LIN; SUN; CHEN, 2015), seu entendimento ainda &
limitado em comparacgéo com outros subtipos de ASIC, tanto em relacédo a expressao,
funcao e contribuicdo especifica para a dor relacionada a acidose tecidual (DIOCHOT
et al., 2012, 2016; LIN; SUN; CHEN, 2015). Neste sentido, o estudo de Chang et al.,
(2019) utilizando animais nocautes para ASIC1b demonstraram que este canal idnico
é fundamental para inducdo e manutencao da hiperalgesia mecéanica crénica em um
modelo de FM em camundongos induzida pela administracao intramuscular de salina
acida.

Em nossos resultados, como esperado, apos 7 dias da indu¢do da FM houve
uma generalizagéo da algesia, demonstrada pela reducéo no limiar de retirada de

ambas as patas traseiras nos animais FM comparados aos controles. Este evento

35



equipara-se a estudos pregressos (SLUKA; KALRA; MOORE, 2001) com outros
modelos de FM em ratos (NASU; TAGUCHI; MIZUMURA, 2010) ou camundongos
(NISHIYORI et al., 2011) em que os autores constataram que o limiar de retirada da
pata apresentou-se reduzido ap6s os animais serem submetidos ao estresse por frio
repetido.

Em nossos resultados, observou-se que apo6s 7 dias da inducéo da dor cronica
generalizada em ratas, apesar de néo haver diferenca significativa na coordenacgao
motora entre 0s grupos FM e controle, houve reducao na massa e na forgca muscular,
efeitos estes associados, ao menos parcialmente, pela evidéncia de aumento na
protedlise nos musculos soleus. Estes resultados estdo de acordo com estudo anterior
gue ao tratar camundongos fémeas com imunoglobulinas (IgG) de pacientes
fiboromialgicos, percebeu-se entre outros achados importantes, presenca de
hipersensibilidade dolorosa e reducédo de forca muscular (GOEBEL et al., 2021).
SUAREZ-ROCA et al. (2006) também observaram reducéo no desempenho da forca
muscular em ratos induzidos a hiperalgesia através da fadiga desenvolvida pelo
estresse produzido pela natacéo repetida; aléem de achados semelhantes em modelos
com camundongos (GREGORY et al., 2013; YOKOYAMA et al., 2007).

No que diz respeito ao desempenho muscular em pacientes fibromialgicos,
diversos estudos ja relataram déficit na forca muscular, especialmente em mulheres
com FM em comparacéo aos controles (GOES et al., 2012; LARSSON et al., 2018;
MAQUET et al., 2002; OKUMUS et al., 2006; PANTON et al., 2006; PEDRO ANGEL
et al., 2012; SALAFFI; FARAH; DI CARLO, 2020), respaldando, assim, a contribuicdo
positiva dos nossos resultados. Ademais, podem, pelo menos parcialmente, serem
justificados pelas alteracdes na estrutura da fibra muscular que apresentam atrofia e
necrose (BENGTSSON; HENRIKSSON; LARSSON, 1986; KALYAN-RAMAN et al.,
1984), deposicao atipica de glicogénio (YUNUS et al., 1986) e mitocbndrias anormais
em tamanho, forma e localizacdo (KALYAN-RAMAN et al., 1984; YUNUS et al., 1986)
em biopsias dos pacientes FM. N&o obstante, as alteracbes morfométricas e
histoquimicas observadas nestes estudos sao tipicamente reguladas pelo SNS uma
vez que além de induzir aumento da biogénese e capacidade mitocondrial (WU et al.,
1999) o que, per si, pode justificar as acbes catabdlicas no metabolismo de
carboidratos (HERRIN; MEEK, 1931), produz também efeitos hipertréficos na
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musculatura esquelética (RYALL; CHURCH; LYNCH, 2010). Desta forma, o contetudo
de catecolaminas plasmatico e muscular foi também mensurado neste modelo de FM.
Verificou-se reducao tanto da concentracdo plasméatica de adrenalina quanto
de noradrenalina muscular nos animais do grupo FM em relag&o ao controle que foi
associada a diminuicdo da sinalizacdo adrenérgica muscular identificada pelo menor
contetdo de proteinas fosforiladas pela PKA, incluindo a HSL e CREB. Estes dados
estdo em conformidade com achados prévios em pacientes humanos onde foi
sugerido que a atividade simpatica esta diminuida nestes individuos (QIAO; VAER@Y;
M@RKRID, 1991; REYES DEL PASO; DE LA COBA, 2020; VAER@Y et al., 1989a).
Adicionalmente, o tratamento com CB, um agonista seletivo de B2-AR, durante trés
dias a partir do dia 9 do experimento em animais FM atenuou a hiperalgesia mecéanica
e a perda de massa muscular nas ratas, indicando que ambos 0s processos estao sob
controle neuro-hormonal mediado pelo SNS. Paradoxalmente, LIGHT et al., (2009)
reportaram melhora da sensibilidade dolorosa em pacientes FM tratados com
propranolol, um bloqueador ndo seletivo de B-AR, embora estes mesmos autores
tenham descrito que a concentracdo plasmatica de adrenalina estava menor nestes
individuos e o tratamento com propranolol restabeleceu este parametro. Um aspecto
importante que deve ser mencionado € que o propranolol também é considerado um
antagonista ndo especifico de receptores para serotonina (5-HT) do tipo 1 (MAURA;
ROCCATAGLIATA; RAITERI, 1986) e que a injecdo intramuscular desta amina produz
hiperalgesia (ERNBERG; LUNDEBERG; KOPP, 2000), assim é possivel que o efeito
do propranolol seja decorrente de sua acdo em receptores sensoriais localizados no
musculo. No entanto, em nosso estudo, a ativagao farmacoldgica dos B2-AR também
reestabeleceu a diminuida sinalizacdo adrenérgica em soleus induzida pela injecao
de salina acida, o que pode justificar a atenuacédo da atrofia e diminuicédo da protedlise
muscular, ja que os resultados indicam elevacéo na atividade da PKA nos musculos
dos animais do grupo FM tratados com CB. De fato, diversos estudos demonstraram
gue esta quinase esta envolvida na reducdo da degradacao proteica muscular através
da inibicdo das vias proteoliticas Ca?*- dependente (MACHADO et al., 2016),
autofagical/lisossomal (GONCALVES et al., 2012) e proteassomal (GONCALVES et
al., 2009; GONCALVES et al., 2012; SILVEIRA et al., 2014).
Apesar de ndo termos avaliado a contribuicdo da sinalizacdo adrenérgica

muscular no desenvolvimento da hiperalgesia, MANJAVACHI et al., (2010)
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demonstraram que a inibicao farmacologica da PKA através da inje¢do intramuscular
de KT-5720 atenuou a diminui¢ao do limiar de retirada da pata em um modelo de FM
produzida pela IL-6 em camundongos. HOEGER-BEMENT; SLUKA (2003) também
demonstraram que a inibicao intratecal da AC ou da PKA apés 1 dia da segunda
injecdo de salina &cida diminuiu a hiperalgesia mecanica e o contetido de pSet33-
CREB na medula espinhal de ratos, porém 1 semana ap6és, ndo houve efeito de
nenhuma das drogas testadas, assim como o conteldo de pS¢'33-CREB foi
normalizado nos animais FM, indicando que a via de sinalizagdo do AMPc/PKA/CREB
central ndo esta envolvida na “manutencdo” da hiperalgesia. Desta forma, € possivel
gue o tratamento com CB realizado em nosso estudo, que foi iniciado 4 dias apds a
instalacdo da hiperalgesia, contribua com a ativacao da via do AMPc/PKA e com a
atenuacao da protedlise muscular, e que adicionalmente, possa aumentar o limiar
nociceptivo através de mecanismos centrais, uma vez que esta droga € capaz de
atravessar a barreira hematoencefalica (GEYER; FRAMPTON, 1988) e poderia atuar
em vias noradrenérgicas que sabidamente estdo envolvidas na diminuicdo da dor
como previamente demonstrado (BROCHET et al., 1986; YALCIN et al., 2010).
Ademais, ndo se pode descartar que mecanismos periféricos também possam estar
envolvidos no controle da dor exercido pelo CB nos animais FM, uma vez que
recentemente foi demonstrado que a migracdo de neutrofilos para o DRG é um
mecanismo essencial para o desenvolvimento da hiperalgesia durante a FM
(CAXARIA et al., 2023). Estes leucocitos expressam (2-AR (BARNES, 1999; DE
COUPADE et al., 2004; JOHNSON, 2002) e a estimulacao destes receptores € capaz
de atenuar a ativacao e migracao destes leucocitos (NICHOLLS et al., 2018; SILVA et
al., 2016). Contudo, uma limitacdo de nosso estudo, a qual pretende-se brevemente
ser respondida, é se a migracdo de neutrofilos para o DRG em animais submetidos
ao modelo de FM é controlada por mecanismos catecolaminérgicos. N&o obstante,
se 0 exercicio fisico € uma das abordagens terapéuticas ndo farmacoldgicas mais
utilizadas para tratar individuos FM (ROOKS; SILVERMAN; KANTROWITZ, 2002;
SIECZKOWSKA et al., 2020) e que sabidamente eleva a atividade simpatica (JEZOVA
etal., 1985; PEDERSEN et al., 1988; ZOUHAL et al., 2008) e atenua a perda de massa
muscular em diferentes condi¢des atroficas (MACEDO et al., 2014; MASCHER et al.,
2008; THEILEN; KUNKEL; TYAGI, 2017), poder-se-ia especular que a transmissao
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catecolaminérgica esta diminuida nestes pacientes, como reportado em nosso estudo,
utilizando um modelo animal.

Para corroborar que os achados observados neste estudo séo caracteristicos
da dor musculoesquelética cronica difusa e ndo especifica da injecao de salina acida,
foi realizado um segundo modelo de hiperalgesia induzido pela administracao
intramuscular de carragenina, o qual tem sido amplamente usado para mimetizar a
FM em modelos animais (CAXARIA et al.,, 2023; RADHAKRISHNAN; MOORE;
SLUKA, 2003; SLUKA et al., 1999; SLUKA; RASMUSSEN, 2010). Como esperado, a
carragenina aumentou a hiperalgesia mecanica e diminuiu a forga muscular, contudo
ndo houve alteracdo na massa e na protedlise total em mudsculos soleus
demonstrando que este modelo de FM produz caracteristicas fenotipicas diferentes
daquelas observados nos animais que receberam salina acida, pelo menos no tempo
avaliado, isto é, 7 dias ap0s a segunda administracdo de carragenina. Embora
também nao tenha ocorrido diminui¢cdo no contetdo de noradrenalina muscular, houve
reducdo na concentracdo plasmatica de adrenalina, indicando que a diminuicdo da
secrecdo catecolaminérgica adrenal parece ser um dos mecanismos associados ao
desenvolvimento da hiperalgesia em ambos os modelos de FM, a qual é corroborada
pelos nossos dados que demonstraram que animais em condi¢cdes basais submetidos
a ADM por sete dias apresentaram menor limiar de retirada das patas do que os
controles.

NAVEGANTES et al. (1999) relataram que a reducdo tanto de adrenalina
como de noradrenalina pelo tratamento com guanetidina, uma droga que bloqueia a
liberacdo catecolaminérgica perifericamente (PICKLO, 1997) induziu elevacao aguda
na degradacéao de proteinas musculares, o que se assemelha aos resultados obtidos
em nosso estudo utilizando salina acida e aqueles utilizando reserpina, uma droga
que inibe a liberacg&o catecolaminérgica hormonal (ERANK/E; HOPSU, 1958) e neural
(MUSCHOLL,; VOGT, 1958), que € utilizada para inducao de hiperalgesia mecéanica
simulando condi¢cées de FM (BRUM et al., 2022; DESANTANA; DA CRUZ; SLUKA,
2013; NAGAKURA et al., 2009) e causa atrofia muscular (FAVERO et al., 2017, 2019).
Para o nosso conhecimento, ndo ha dados avaliando as possiveis alteracdes
nociceptivas apos bloqueio sistémico do SNS utilizando guanetidina, contudo, o
bloqueio regional do ganglio simpatico estrelado através de anestésicos locais ou

guanetidina reduziu a dor em pacientes FM e desta forma, os autores reportaram que
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tal efeito seria decorrente de uma melhora na microcirculagdo (BENGTSSON;
BENGTSSON, 1988). Baseando nos resultados obtidos em nosso estudo utilizando o
modelo de salina acida com aqueles produzidos pela administracdo periférica de
reserpina, pode-se sugerir que a deplecédo generalizada de ambas as catecolaminas
deve potencializar a perda de massa muscular e hiperalgesia durante a FM, visto que
a diminuicdo da secrecdo de adrenalina produzida pela injecdo de carragenina
somente foi associada a hiperalgesia. Assim, ndo podemos descartar duas
possibilidades, a primeira é que a atividade simpatica possa estar sendo modulada
diferentemente aos diversos tecidos corporais (FOLKOW et al., 1983; MANCIA et al.,
1983) durante o desenvolvimento da hiperalgesia e segundo, que a diminuicdo da
liberacdo de catecolaminas observada em nosso estudo possa ser compensada por
um aumento na sensibilidade adrenérgica em periodos mais tardios da FM. De fato,
SILVEIRA et al. (2014), demonstraram que a simpatectomia cirargica atraves da
remocao dos ganglios simpaticos L2/L3 causou uma reducédo de cerca de 85% no
conteudo de noradrenalina em soleus de ratos e elevou a atividade da AC, o conteudo
de AMPc e reduziu a protedlise total neste tecido. Tomadas em conjunto, as duas
possibilidades aventadas poderiam, pelo menos parcialmente, justificar os achados
clinicos que demonstraram melhora na percepcdo da dor em pacientes FM tratados
com propranolol (LIGHT et al., 2009) ou guanetidina (BENGTSSON; BENGTSSON,
1988).

Em uma tentativa de mimetizar a menor concentracdo plasmatica de
adrenalina observada nos animais hiperalgicos seja pela injecdo de salina acida ou
carragenina, ratas em condicfes basais foram submetidas a cirurgia ADM. Foi
constatado que, em comparacao ao grupo controle, a ADM aumentou a hiperalgesia
na pata ipsilateral (considerada a pata direita) dos animais apos 7 dias da cirurgia,
embora na pata contralateral esse processo nao foi estatisticamente significativo (p=
0,068), indicando que 0 SNS pode estar envolvido inclusive na instalacdo da FM. Além
disso, a ADM reduziu a massa muscular possivelmente devido maior protedlise neste
tecido. Por outro lado, enquanto GRACA et al. (2013) e MANFREDI et al. (2017) nédo
observaram aumento na protedlise em soleus de ratos submetidos a ADM por 10 dias,
NAVEGANTES et al. (2001) demonstraram que apos 2 dias de ADM a protedlise
esteve elevada neste mesmo tipo muscular, assim é possivel que haja um efeito

temporal da deplecéo de adrenalina na degradacéo proteica uma vez que nossos
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dados também demonstraram que apés 7 dias de ADM houve perda de massa
muscular nestes animais.

Em suma, 0s nossos resultados conjuntamente indicam a ocorréncia de
diminuicdo da atividade do SNS em dois diferentes modelos animais de FM que foi
associada ao desenvolvimento da hiperalgesia e da atrofia muscular esquelética.
Estes resultados sdo reforgcados por dados clinicos que demonstraram menor
concentracdo de adrenalina plasmatica em pacientes FM (LIGHT et al., 2009), na
reproducao experimental da FM em animais tratados com reserpina (NAGAKURA et
al., 2009) ou submetidos a ADM e na atenuacdo da hiperalgesia (ROOKS;
SILVERMAN; KANTROWITZ, 2002) e perda muscular (MACEDO et al., 2014) em
protocolos que aumentam a sinalizacdo simpatica, como o exercicio fisico (ZOUHAL
et al., 2008) ou como reportado aqui, o tratamento com [32-agonistas.
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7. CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos neste estudo pode-se concluir que:

a) Ha atenuacdo da atividade simpatica durante o desenvolvimento da
hiperalgesia induzida pela injecdo intramuscular de salina acida ou
carragenina;

b) O tratamento com CB atenua a hiperalgesia e perda de massa
muscular induzida pela injecao intramuscular de salina acida;

c) A deplecdo de adrenalina circulante, através da remocao bilateral da
medula da adrenal, mimetiza a hiperalgesia e elevacao da protedlise
produzida pela injecdo intramuscular de salina acida, indicando que

este hormonio possa estar envolvido na instalagdo da FM experimental.

Em suma, os dados demonstram que a diminuicdo da atividade do SNS esta
envolvida no desenvolvimento da hiperalgesia e atrofia muscular durante a FM
experimental, uma vez que ratas em condi¢cdes basais submetidas a um modelo
cirargico de deplecao catecolaminérgica apresentaram sinais similares aos animais
FM, enquanto ratas FM tratadas com um simpatomimético tiveram atenuacéo destes

parametros.
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Proposta:

Avaliar a participacao do Sistema Nervoso Simpatico
na regulacao da massa muscular e hiperalgesia
mecanica em um modelo murino de fibromialgia
induzido pela administragao intramuscular de

solucao salina acida.

FIBROMIALGIA

Varios estudos clinicos observaram aumento
da hiperalgesia, perda de massa muscular e
alteracao na atividade do Sistema Nervoso
Simpatico (SNS) em pessoas com
Firomialgia...

Entdo, procuramos entender a relagdo entre o
desenvolvimento da dor e da atrofia muscular
utilizando um modelo animal de fibromialgia e
investigamos o possivel papel do SNS na
regulacao destes parametros.
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Administramos duas injecdes de
salina acida via intramuscular e
unilateral nas ratas para inducgdo
de um modelo de fibromialgia

experimental
A & A
* Ll L4
- n - -
D D NP XD XD XD XD XD ED XD XD XD XD X
84 84 T
] st Salins rutrn ) Injesho Sains bcida pl1 40 B8 Hiperaigests mechnica ® rorca A Coordenasiomotors T Eutanisia

Realizamos avaliacdes de:

v hiperalgesia mecanica; — E

v' coordenagdo motora; —— -

v eforga muscular. —— Ti}/’%

0S ANIMAIS COM INDUGAO DA FIBROMIALGIA APRESENTARAM:

Reducdo do limiar de retirada da pata
(aumento da hiperalgesia mecanica).

Diminuicdo da for¢a muscular, mas sem
alteragao na coordenagao motora.

/‘\' Redugdao da massa muscular e aumento da
degradacao de proteinas musculares.

TN Diminuigdo na concentragdo plasmatica de
adrenalina e de noradrenalina muscuclar.

0O modelo de indugao de fibromialgia nas ratas esta confirmado ja
que estes parametros sao similares em individuos fibromialgicos,
ratificando a alteragdo do SNS durante a Fibromialgia.
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Ja que observamos diminuicdo da atividade
simpatica nos animais com fibromialgia, decidimos
avaliar se a estimulagdo deste sistema era capaz de
atenuar a dor e a atrofia muscular nestes animais.

De forma similar ao protocolo anterior,
administramos duas injecdes de salina acida para
inducdo da fibromialgia e tratamos os animais com
Clembuterol (CB, um medicamento com acgao
similar a adrenalina e noradrenalina).

44 44 44 44 44 T

{
4

0S ANIMAIS FIBROMIALGICOS TRATADOS COM CB APRESENTARAM:

N\ Redugdo da hiperalgesia mecanica e aumento na
forca muscular.

“7 7\ Aumento da massa muscular e redugdo da
degradacao de proteinas musculares.

Para investigar a participagio da adrenalina
plasmaética no desenvolvimento dos sinais clinicos
descritos anteriormente (hiperalgesia e atrofia
muscular), animais normais foram submetidos a
cirurgia de adrenodemedulagdo (ADM), para
deplegao da adrenalina circulante.

Nianiuiecas > © > = s % AT = > -
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NP g - +

OS ANIMAIS ADM APRESENTARAM:

<7\ Redugdo do limiar de retirada de pata (aumento
da hiperalgesia mecanica).

< Reducdo da massa muscular e aumento da
degradacdo proteinas musculares.

Os animais adm manifestaram varios sintomas de individuos
fibromialgicos, indicando que a diminiuigdo da concentragao
plasmatica de adrenalina estd envolvida, pelo menos
parcialmente, no desenvolvimento da fibromialgia.
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A

Em sintese, nosso estudo ajudou a esclarecer que a
reducao da atividade do SNS em modelo animal de
fibromialgia esta associada a hiperalgesia e atrofia
muscular esquelética. Além disso, indicam que

possiveis abordagens terapéuticas que aumentam a
atividade do SNS, no futuro, possam ser utilizadas
para tratar pacientes com fibromialgia.

http://www.posgraduacao.ufs.br/procfis
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COORDENAGCAO DE PESQUISA
COMITE DE ETICA EM PESQUISA COM ANIMAIS (CEPA)

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada “ REGULACAO DA MASSA MUSCULAR
ESQUELETICA EM UM MODELO MURINO DE FIBROMIALGIA” registrada no sistema
CEUA com o n° 5673050522, sob a responsabilidade do Prof. Dr. Danilo Lustrino Borges que
envolve a producdo, manuten¢do ou utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo
Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica encontra-se de acordo com os
preceitos da Lei n°® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n°® 6.899, de 15 de julho de 2009,
e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal
(CONCEA), e foi aprovada pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) da
Universidade Federal de Sergipe, em reunido de 25/11/2022.

Finalidade () Ensino (X ) Pesquisa Cientifica
Vigéncia da autorizacio Inicio: 12/2022 Término: 12/2025
Espécie/linhagem/raca Ratos heterogénicos
IN° de animais 276
Peso/Idade 50a60g/22a 24 dias
Sexo Fémeas
Origem Biotério da Universidade Federal de Sergipe

Documento assinado digitalmente

ub JOSEMAR SENA BATISTA
g Data: 06/12/2022 16:51:58-0300

Verifique em htrps://verificador.iti.br

Prof. Dr. JOSEMAR SENA BATISTA
Coordenador do CEPA/UFS

Cidade Universitaria “Prof. Aloisio de Campos”
Jardim Rosa Elze — S&o Cristévdo — SE
49100-000
Fones: 3212 6661/6606
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