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Resumo

Os disturbios do sono sdo altamente prevalentes em pacientes portadores de fibromialgia. Muitos dos
sintomas diurnos, como sonoléncia excessiva diurna e fadiga, podem estar relacionados a padrdes de sono ndo
restaurador, que, associados aos quadros algicos tipicos da doenga, se retroalimentam. Neste contexto, objetivamos
estudar as possiveis correlagdes existentes entre o ciclo vigilia-sono e os comportamentos algicos em um modelo
animal de fibromialgia induzido por injeg¢des repetidas de reserpina. Foram utilizados ratos Wistar machos e
fémeas adultos que receberam implantes cronicos de eletrodos bipolares encefalicos e de EMG. Injecdes de
reserpina provocaram aumento na resposta a estimulagdo mecanica, detectada através do emprego do teste de
von Frey. Nos ratos tratados com reserpina observou-se fragmentacdo do ciclo vigilia-sono. Adicionalmente,
observou-se a presenca de comportamentos aberrantes acompanhados de modificacdes eletroencefalograficas
notaveis quando comparados aos animais controle. Destaca-se, também, alteracdes em bandas de frequéncias
especificas dos tracados de EEG correspondentes aos estados comportamentais de vigilia atenta e de sono de
ondas lentas. Por conta desses achados suspeita-se que o modelo de fibromialgia produzido por inje¢des de
reserpina pode servir como modelo aplicavel para esta doenga em humanos.
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Abstract

Investigation of the correlations between the sleep-wake cycle and pain in an experimental model of
fibromyalgia. Sleep disorders are highly prevalent in patients with fibromyalgia. Many of the daytime symptoms,
such as excessive sleepiness and fatigue, can be related to non-restorative sleep patterns and associated with
the typical pain conditions of the disease. In this context, we aim to study the possible correlations between
the sleep-wake cycle and pain behavior in an animal model of fibromyalgia induced by repeated injections
of reserpine. Male and female adult Wistar rats received chronic implants to record EEG and EMG activity.
Injections of reserpine produced increases in the response to mechanical stimulation detected using the von
Frey test. The reserpine treated rats showed increased incidence of the behavioral states of the sleep-wake cycle
with concomitant reduction in the respective durations, showing fragmentation of the cycle. Additionally, the
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presence of aberrant behaviors was observed in these animals accompanied by notable electroencephalographic
changes when compared to control animals. Also noteworthy are changes in specific frequency bands of the
EEG corresponding to attentive wakefulness and slow-wave sleep states. Based on these findings, it is possible
to infer that the reserpine model of fibromyalgia can be a useful model for this disease in humans.
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Introducgao

A fibromialgia (FM) é um exemplo tipico
de sindrome dolorosa cronica cuja etiologia ¢
pouco compreendida. Sua prevaléncia global ¢ de
aproximadamente 2,7%, sendo mais frequente em
mulheres e em individuos com niveis educacionais
e socioecondmicos baixos (QUEIROZ, 2013). E
caracterizada por dores musculoesqueléticas, disturbios
do sono, fadiga, depressdo, ansiedade, comportamentos
mal adaptados que ocorrem sem nenhuma causa aparente
(DADABHOY; CLAUW, 2006; FITZCHARLES et al.,
2013; KNIGHT etal., 2013). Apesar de a dor representar
a sintomatologia primordial, os demais sintomas sdo
igualmente importantes devido ao impacto provocado
na qualidade de vida dos pacientes e nas repercussoes
socioecondmicas (CONSOLI et al., 2012).

A fisiopatologia da fibromialgia tem sido explorada
em niveis clinicos e pré-clinicos, mas o mecanismo
detalhado ainda permanece desconhecido (BUSKILA;
SARZI-PUTTINI, 2006; DADABHOY et al., 2008). No
entanto, baseado em exames de imagem, testes genéticos
e inovadores testes experimentais de dor (CLAUW,
2009), sugere-se o estudo da etiologia da doencga
através de mecanismos periféricos (BENGTSSON;
HENRIKSSON, 1989; GUPTA et al., 2007; KATZ et
al., 2007) e centrais (SIMMS, 1996; LEGOFF, 2006).
A auséncia de evidéncias definitivas de uma patologia
muscular periférica que justifique a sindrome e os
demais sintomas (NIELSEN; HENRIKSSON, 2007;
BRADLEY, 2009; CLAUW, 2009; MCCARBERG,
2012), principalmente apos os estudos realizados por
Moldofsky et al. (1975), indica que a fibromialgia pode
se manifestar a partir de mecanismos fisiopatologicos
hospedados em locais especificos do sistema nervoso
central (MOLDOFSKY, 2009; SPAETH; RIZZI, 2011).

O estresse possui papel importante no desen-
cadeamento dos sintomas algicos e demais associados a

fibromialgia, pois afeta o eixo hipotalamico-pituitério-
adrenal (HPA) e o sistema autdénomo, que altera os
niveis de cortisol, promovendo disfun¢ao de hormonio
do crescimento além de alteragdes no ciclo vigilia-
sono (DADABHOY et al., 2008; BRADLEY, 2009;
CLAUW, 2009). A alteragdo experimental do sono de
ondas lentas em pacientes saudaveis pode induzir dor
musculoesquelética e sintomas de fadiga através da
modulagdo do eixo HPA (MOLDOFSKY et al., 1975;
MOLDOFSKY, 2009). H4 ainda uma série robusta de
evidéncias demonstrando que os sistemas reguladores
da sensibilidade e do ciclo vigilia-sono compartilham
os mesmos circuitos neurais (NIEUWENHUYS et
al., 1998). Observa-se, deste modo, a manifestacdo de
disturbios do sono em portadores de fibromialgia.

E comum pacientes com fibromialgia reclamarem
da dificuldade em adormecer a noite, além de fadiga,
sonoléncia e de sensagdo de sono ndo restaurador pela
manha. Adicionalmente, essas queixas sao acompanhadas
pelo recrudescimento da sensacgdo dolorosa, indicando
haver forte correlagdo entre elas (BIGATTI et al., 2008;
HAMILTON et al., 2008; CHOY, 2015).

Anormalidades eletrofisiologicas na FM foram
relatadas pioneiramente em 1975, caracterizadas pela
presenca de padrdes alfa-delta (intrusdo alfa) em
registros eletroencefalograficos (EEG) durante o sono de
pacientes (MOLDOFSKY, 1981). Essas frequéncias, que
geralmente caracterizam o estado de vigilia, substituem
ondas delta do sono ndo REM e podem ser uma
explicacdo para a fadiga diurna relatada por pacientes
portadores da sindrome (CHERVIN et al., 2009).

Sistemas neuronais descendentes do tronco
encefalico, relacionados a modulacdo da sensibilidade
somatica, apresentam reducdo nos niveis de serotonina (5-
HT) e noradrenalina (NA) no liquido cefalorraquidiano
em portadores de fibromialgia (RUSSELL et al., 1992).
Esses mesmos sistemas desempenham papel funcional



importante na regulacdo de diferentes estados do ciclo
vigilia-sono (AVERY; KRICHMAR, 2017).

Tais sistemas podem ser estudados através do
emprego de drogas agonistas e/ou antagonistas que
modificam as funcdes a eles relacionadas. Entre essas
drogas, destaca-se a reserpina. A reserpina causa
deplecdo de aminas biogénicas (noradrenalina, dopamina
e serotonina) no SNC por se ligar irreversivelmente
as moléculas transportadoras de monoaminas
(SCHULDINER et al., 1995).

No sistema nervoso central, a noradrenalina é um
neurotransmissor produzido por neurénios cujos corpos
celulares estdo localizados no locus coeruleus, regiao
do tronco encefalico que desempenha papel importante
no desencadeamento de respostas ao estresse € possui
outras fungdes modulatorias importantes sobre o
telencéfalo (AVERY; KRICHMAR, 2017). A literatura
pertinente revela que a noradrenalina é um importante
neurotransmissor para a promogao de estados de vigilia
atenta e, dependendo da atividade do nucleo locus
coeruleus, também atua na geragdo do sono paradoxal
ou REM (GOTTESMANN, 2008). O bloqueio completo
da atividade noradrenérgica no SNC produz intensa
sedacdo (HUNSLEY; PALMITER, 2003; BERRIDGE
et al., 2012).

A dopamina é um neurotransmissor sintetizado
a partir da tirosina. Existem quatro principais vias
dopaminérgicas, a saber: a nigroestriatal, importante
para o controle do movimento; a mesolimbica e a
mesocortical, que sdo importantes para o afeto, a emocao
¢ a motivacdo; e a que se origina no nucleo arqueado do
hipotalamo e projeta-se para a glandula hipofise, onde
regula a secrecdo de hormdnios hipofisarios (AVERY;
KRICHMAR, 2017). Além dessas fun¢des, a dopamina
interfere no ciclo vigilia-sono, pois injegdes de doses
baixas de agonistas de receptores dopaminérgicos
reduzem a vigilia e aumentam o sono de ondas lentas
e o sono paradoxal, enquanto doses maiores produzem
efeito oposto (MONTI; MONTI, 2007; NAKAZAWA
et al., 2015).

A serotonina (5-hidroxitriptamina ou 5-HT) é um
neurotransmissor sintetizado a partir do aminoacido
essencial triptofano. Os corpos celulares dos neurénios
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serotonérgicos sdao encontrados nos nucleos da rafe na
regido medial do tronco encefalico e ao redor deles, e
estao envolvidos na regulacdo da atengao ¢ em outras
fungdes cognitivas complexas. Redugao nos niveis de
serotonina no sistema nervoso central esta diretamente
implicada na génese da depressdo (NAUTIYAL, HEN
2017), o principal distarbio do humor encontrado na
fibromialgia (BELLATO et al., 2012). O papel da
5-HT no ciclo vigilia-sono ¢ conhecido ha tempos,
sendo o mais evidente o desencadeamento da vigilia e
a inibicdo do sono paradoxal. Por outro lado, injecoes
de antagonistas de receptores serotonérgicos produz
aumento significante de sono de ondas lentas (PORTAS
et al., 2000; MONTI, 2011).

O desenvolvimento de modelos animais para
a fibromialgia é altamente complexo por exigir
que o modelo mimetize grande parte dos sintomas
apresentados pelos pacientes (FRANGE et al., 2014). O
uso destes € substancialmente importante para a melhor
compreensdo dos mecanismos de desenvolvimento e
manutencao da patologia, bem como para a introdugao
de possiveis tratamentos (MOCHIZUCHI, 2004;
JONES et al., 2006; DAMASCENO et al., 2009;
ZEILHOFER et al., 2009; DESANTANA et al., 2013).
Estes estudos animais apontam certa relagdo entre
alteragdo do sono ¢ dor (MACHADO et al., 2004;
ANDERSEN et al., 2016), sendo que evidéncias
apontam que a dor persistente pode influenciar
diretamente nas fases do sono (CARLI et al., 1987),
como por exemplo na amplitude das ondas delta e na
duragdo do sono de ondas lentas (LEYS et al., 2013).

Tomando como base as consideragdes acima,
resolvemos investigar, no modelo animal de fibromialgia
sugerido por Nagakura et al. (2009; 2012) — no qual
ocorre reducdo drastica nas concentracdes de serotonina,
noradrenalina e dopamina no sistema nervoso central,
resultando em alodinia tatil, redu¢do do limiar
nociceptivo e imobilidade no teste do nado forcado — as
possiveis relagdes entre os comportamentos algicos e a
atividade eletroencefalografica do ciclo vigilia-sono de
animais tratados com reserpina.
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Material e Métodos

Foram utilizados 20 ratos adultos da linhagem
Wistar (10 machos e 10 fémeas), pesando entre de
300 e 500 g, fornecidos pelo Biotério Central da
Universidade Regional de Blumenau (FURB). Todos os
procedimentos aqui descritos respeitaram os preceitos
éticos de experimentacdo animal preconizados pelo
Conselho Nacional de Controle de experimentagdo
Animal (CONCEA) e aprovados pela Comissao de Etica
no Uso de Animais da FURB (01/2016).

Os animais permaneceram durante sete dias em
ambientag@o antes do inicio dos experimentos, sendo
mantidos individualmente em gaiolas acondicionadas
em uma estante isoladora ventilada para roedores
(ALESCO®), instalada em ambiente com temperatura
constante (22 £+ 2°C), com ciclo claro-escuro de 12/12
(07h00-19h00 claro sob luz artificial — duas lampadas
fluorescentes com 36W de poténcia cada), e tiveram
acesso livre a racao balanceada e a 4gua filtrada durante
todo o processo.

Posteriormente, os animais foram aleatoriamente
distribuidos em dois grupos contendo, cada um, cinco
machos e cinco fémeas. No grupo controle (N = 10),
os animais receberam injeg¢des de solugdo salina num
volume fixo de 0,3 mL durante trés dias consecutivos
no mesmo horario (12h00). No grupo experimental
(N = 10), os animais receberam injegoes de reserpina
(1 mg/kg, s.c., Sygma-Aldrich) durante trés dias
consecutivos, conforme protocolo descrito por Nagakura
et al. (2009), sempre no mesmo horario (12h00). Ao
final dos experimentos, os animais foram sacrificados
por sobredosagem anestésica. As carcagas, entdo, foram
congeladas e descartadas conforme procedimento padrao
adotado pela FURB.

Os testes de von Frey (deteccdo de alodinia
mecanica) foram realizados e, apds 10 minutos, foram
aplicadas inje¢des de reserpina ou salina, nos tempos
correspondentes 30, 60, 120 ¢ 240 minutos (para mais

detalhes, vide FERREIRA et al., 1978), durante os trés
dias de injegdes. A frequéncia de resposta de retirada da
pata foi obtida através de 10 aplicagdes (duragdo de 1 s
cada) do filamento de von Frey 0,6 g (VFH, Stoelting,
Chicago, USA). O filamento 0,6 g, por produzir em média
15% de frequéncia de retirada da pata, foi utilizado durante
todo o trabalho por ser considerado um valor adequado
para a avaliac@o da hiperalgesia mecanica (FERREIRA
etal., 1978). As respostas comportamentais para os testes
foram assim classificadas: 0 — sem resposta, o animal ndo
realiza a retirada da pata apods estimulagdo; 1 — resposta
discreta, pouca descarga de peso sobre a pata; 2 — pata
elevada, nao ha contato da pata com a superficie de apoio;
3 — pata elevada, animal lambe, morde ou chacoalha a
pata estimulada.

Para a obtencao dos registros de eletroencefalograma
(EEG), todos os animais receberam implante cronico de
eletrodos bipolares 10 dias antes das injecdes de reserpina
ou salina. Esses eletrodos foram confeccionados com
fio de liga de niquel-cromo, revestido com teflon, com
diametro de 0,3 mm.

Os animais foram anestesiados com uma associa¢ao
de 0,1 mL (10 mg/kg) de xilazina e 0,3 mL/100 g
(75 mg/kg) de peso corporal de cloridrato de cetamina
por via intraperitoneal. Atingido o nivel anestésico
esperado (auséncia de reflexo de retirada ao pingamento
da cauda), os animais foram fixados em um aparelho
estereotaxico (Insight, mod. EFF 331). Ato continuo,
a superficie craniana foi tricotomizada seguida de
uma incisdo longitudinal de 1,5 cm da pele. O créanio
foi perfurado com fresa esférica de uso odontologico
(0,5 mm de didmetro), primeiramente em trés pontos
para fixac@o dos parafusos ancoradores (regido posterior
do frontal esquerdo, regido anterior do parietal direito e
regido lateral direita do osso occipital), posteriormente
sobre os pontos correspondentes a area neocortical
A3 (AP=-1,5; L =3,0), e para introducdo do eletrodo
na area hipocampal CA1 (AP =-3,0; L=1,5; H =
-3,0) seguindo as coordenadas estereotaxicas descritas
por Paxinos e Watson (1997). Finalmente, os animais
receberam implante de um par de eletrodos na



musculatura eretora do pescogo para aquisicdo da
atividade eletromiografica (EMG).

Concluida a fase de implantacdo, os eletrodos
foram soldados a um conector que foi ancorado ao
cranio com o auxilio de acrilico autopolimerizante
de uso odontologico. Sete dias apos a implantagdo
dos eletrodos, os animais foram conectados a um
sistema de aquisicdo e andlise de sinais bioldgicos
(BIOPAC, MP150-WSW) para a validagdo dos registros
eletrograficos. Apos a validagdo da preparagdo, foram
feitos registros de 30 minutos, adquiridos sempre entre
11h00 e 17h00 diariamente.

As amostras de EEG e de EMG correspondentes
aos diferentes estados do ciclo vigilia-sono (vigilia
atenta, vigilia relaxada, sono sincronizado fases I, 11
e II1, e sono paradoxal; conforme TIMO-IARIA et al.,
1970) referentes aos periodos pré e pos-injecao de salina/
reserpina foram submetidas a transformada rapida de
Fourier (FFT) em janelas temporais de quatro segundos.

A andlise comportamental foi realizada off-line, por
inspecdo visual dos tracados de EEG e das anotagdes
realizadas durante os registros. Foram computadas
a incidéncia e a duragcdo de cada estado encontrado.
Tais valores foram, entdo, inseridos em uma planilha
eletronica para andlise estatistica posterior.

Foram realizados testes de distribuicdo normal
dos dados (Shapiro-Wilk) para cada uma das planilhas,
exceto a dos dados referentes a FFT, que por sua
natureza nao demanda outro tipo de analise que nao
a descritiva. Os resultados dos testes de von Frey e os
valores referentes a dura¢éo e incidéncia dos diferentes
estados comportamentais do ciclo vigilia-sono foram
submetidos, num primeiro momento, a estatistica
descritiva, seguida de comparacdo das médias (pré
e pos-injecdes de salina e de reserpina) através de
comparagdes multiplas ndo-paramétricas de Kruskal-
Wallis. O nivel de significancia estabelecido foi de
p <0,05. Finalmente, os graficos contendo os resultados
da FFT foram analisados descritivamente, destacando
a expressdo das poténcias das diferentes frequéncias
contidas em cada espectro.

Resultados

Dos 20 animais empregados neste estudo, 13
animais (seis do grupo controle e sete do grupo
experimental) foram considerados aptos para as
analises especificas de EEG. Os sete faltantes foram
excluidos por conta de problemas na implantacdo dos
eletrodos que impossibilitaram registros adequados.
Nos considerados aptos, foram realizados 50 diferentes
registros representando as situagdes (grupos) de pré- e
pos-injecdes de salina e de reserpina.

Ao ser aplicado o teste de von Frey durante os
momentos pré-teste, i.e., durante a obtengéo dos valores
limiares basais de retirada da pata posterior direita, nao
foi possivel observar nenhuma diferenga estatistica
significante nas comparagdes realizadas entre os
grupos. Esses resultados foram os esperados, uma vez
que em nenhum dos grupos havia sido feita qualquer
intervencao.

Os mesmos resultados se repetiram durante os
testes realizados apds a primeira injecao (de reserpina
e/ou de salina). A incapacidade de se detectar diferencas
significantes no primeiro dia de tratamento reforga a
hipotese de que a reserpina ndo produz efeitos agudos,
pelo menos no que se refere a alodinia.

Na sessdo de testes realizada no segundo dia,
correspondente as injegcdes de reserpina, foi possivel
observar aumentos na frequéncia da retirada da pata
dos animais tratados com reserpina aos 120 minutos
([H (3) = 4,500000, p = 0,048038]) e aos 240 minutos
([H (3) = 12,89809, p = 0,002087]).

No terceiro e ultimo dia das injecdes de reserpina,
foi possivel observar aumentos significantes na
frequéncia de retirada da pata. Observou-se diferencas
significantes nos tempos de 30 minutos ([H (3) =
5,65116, p=0,028738]), 60 minutos ([H (3) =7,62712,
p = 0,012847]), 120 minutos ([H (3) = 19,05882,
p = 0,000373]) e 240 minutos ([H (3) = 17,00000,
p = 0,000639]). Conjuntamente, esses resultados
revelam que as inje¢des de reserpina produziram os
efeitos esperados no que se refere a indugao de respostas
hiperalgicas.



Durante analise dos periodos pré- € pds-injegdo de
salina e de reserpina, ndo se observou a expressdo do
sono paradoxal (Figura 1). Suspeita-se que o tempo de
registro definido em 30 min. cada um foi insuficiente
para haver adaptacdo adequada dos animais as condi¢des
de registro. Apesar disso, as demais fases, tanto de
vigilia quanto de sono sincronizado, foram registradas.
Destaca-se que ndo foi possivel encontrar diferengas nas
laténcias do primeiro episddio de sono sincronizado. O
grupo pré-salina teve laténcia média de 606,4 + 300 s,
o grupo salina 613 + 355 s, o grupo pré-reserpina
636,3 + 341 s ¢ o grupo tratado com reserpina
1.003 + 664 s. Apesar de ndo haver diferenga estatistica
significante, ¢ possivel notar que o grupo tratado com
reserpina apresentou tendéncia de aumento na laténcia
em relagdo aos demais grupos.

Mediante comparagdes feitas entre os grupos,
observaram-se reducgdes estatisticamente significantes:
na duracio da vigilia relaxada nos grupos pos-salina
¢ pos-reserpina em relacdo ao grupo pré-salina; na
duragdo do sono sincronizado I do grupo pés-reserpina
em relagdo aos grupos pré- ¢ pos-salina; na duragio do
sono sincronizado I do grupo pds-reserpina em relagdo
aos demais grupos; na duragdo do sono sincronizado II1
dos grupos pos-salina, pré- ¢ pos-reserpina em relagdo
ao grupo pré-salina bem como redugdo na duragdo da
fase III do sono sincronizado do grupo poés-reserpina
em relagdo aos grupos pré-salina e pré-reserpina. Ndo
foram observadas diferengas na duragéo da vigilia atenta
(dados ndo apresentados).

Em quatro dos sete animais do grupo tratado com
reserpina observou-se a presenga de comportamentos
que se denominou aberrantes, caracterizados por

FIGURA 1: Duragdo dos estados comportamentais. (*) Diferengas significantes em relagio ao grupo pré-salina. (#) Diferencas significantes
em relacdo ao grupo pos-salina. (++) Diferengas significantes em relagdo ao grupo pré-reserpina. p < 0,05 (Kruskal-Wallis).

Vigilia Relaxada
80

70
60
50

40

*
30 i
20
10
0
-10 M Mean

Pré-Salina Pos-Salina Pré-Reserpina Pos-Reserpina L Mean+SD

Duragéo (s)

Sono Sincronizado Il

80

70

60
50
40
30
20
10
0
-10
-20

Pré-Salina Pés-Salina Pré-Reserpina

Duragao

* #++

H Mean
Pés-Reserpina | Mean£SD

Sono Sincronizado |
80

70
60

50

40
30
*#
20
10
0
10 B Mean

Pré-Salina Pos-Salina Pré-Reserpina  Pos-Reserpina L Mean:SD

Duragéo (s)

Sono Sicronizado I

35

30

25

20

Duragio (S)

46 W Vean
Pré-Salina Pas-Salina Pra-Resemina Pés-Reserpina L Mean+SD




movimentos semelhantes a tremores e que sdo
conhecidos como “wet dog shake” (parecidos com o
chacoalhar que caes realizam para se secarem) e também
por movimentos mastigatorios sem motivo aparente
(vacuous chewing movements). A expressdo desses
comportamentos aconteceu com frequéncia aleatoria
a partir da terceira dose de reserpina e durou trés dias,
desaparecendo por completo apos esse periodo. Esses
comportamentos foram acompanhados de tragados
eletrograficos peculiares que serdo apresentados logo
mais.

Os tragados eletrograficos dos animais dos grupos
pré-salina, pos-salina e pré-reserpina nao demonstraram
quaisquer alteragdes que meregam destaque em nenhum
dos estados comportamentais encontrados. O padrao
do EEG da vigilia atenta, da vigilia relaxada, do sono
sincronizado fases I, II e III preencheu os critérios de
classificagdo descritos na literatura (VAN TWYVER,
1969; TIMO-IARIA et al., 1970).

No grupo tratado com reserpina, observou-se que,
durante as fases I e II do sono sincronizado, ocorriam
surtos de atividades rapidas na faixa de frequéncia acima
de 10 Hz entremeando ondas lentas do tipo delta, o
que poderia indicar a presenca da alteragdo mais bem
conhecida do EEG de portadores de fibromialgia que ¢
a intrusdo alfa (Figura 2).

Outro achado, destacado anteriormente, foram
0os comportamentos aberrantes que, além de se
manifestarem de maneira especifica e diferenciada,
também revelaram um padrao de atividade eletrografica
igualmente diferenciado (Figura 3). Tais comportamentos
geralmente eram precedidos de vigilia atenta ou,
hipoteticamente, distorcendo a vigilia atenta. Por conta
de terem ocorrido durante a vigilia atenta, esperava-se
encontrar atividade de EEG dessincronizada na area
cortical A3 e presencga de ritmo teta no hipocampo.
Entretanto, o que se observou foram ondas lentas em
grande amplitude em ambas as areas, como ¢ possivel
constatar nos histogramas dos espectros de frequéncia
(Figura 3).
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Interessantemente, esse tipo de atividade eletroen-
cefalografica da area cortical A3 ndo caracteriza
nenhum estado comportamental do ciclo vigilia-sono.
Com o passar do tempo, por outro lado, essa atividade
desapareceu e nenhum comportamento aberrante pode
ser encontrado.

Discussao

O presente estudo demonstrou que o modelo de
fibromialgia sugerido por Nagakura et al. (2012) pode ser
replicado, uma vez que foi possivel observar aumentos
na frequéncia de resposta em retirada da pata posterior
durante os testes de von Frey. Foi possivel demonstrar,
também, e até onde foi possivel avangar, achados
inéditos na duragdo dos estados comportamentais de
vigilia relaxada, do sono sincronizado fases I, [l e Ill e no
registro eletroencefalografico desses estados bem como
o surgimento de comportamentos aberrantes decorrentes
das injecdes de reserpina.

Durante a fase referente a coleta de respostas
em retirada da pata sem qualquer intervengdo, ndo se
observou diferenca entre os diferentes grupos, resultado
esperado para a situagdo em questdo. No primeiro dia de
injecdo, também nao foi possivel detectar diferengas nas
respostas de retirada da pata. A partir da segunda injegdo,
observaram-se diferencgas significantes apontando
que redu¢des mais intensas das aminas biogénicas
iniciam apos a segunda dose de reserpina, atingindo
seu apice apos a terceira e ultima dose. Tomados em
conjunto, esses resultados revelam que as injegdes
de reserpina produziram os efeitos esperados no que
se refere a inducdo de respostas comportamentais
hiperalgicas (alodinia) e estdo em consondncia com o0s
dados da literatura pertinente (MOCHIZUCHI, 2004;
NAGAKURA et al., 2009).

Apesar de ndo ter havido diferenga estatistica
detectavel, foi possivel notar que o grupo tratado com
reserpina apresentou tendéncia de aumento na laténcia do
primeiro episddio de sono em relagdo aos demais grupos.
Esse parece ser um indicativo de desorganizacdo do
ciclo vigilia-sono encontrado nos casos de fibromialgia
em humanos (e.g. HORNE; SHACKELL, 1991) ¢
em modelos animais (DESANTANA et al., 2013;
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FIGURA 2: Trecho de 10 s referente ao sono sincronizado fase I de um animal tratado com reserpina. Em destaque nota-se alternancia
entre atividade rapida (acima de 10 Hz) com atividade lenta (abaixo de 8 Hz) na area cortical A3 conforme evidenciado
no primeiro histograma do espectro de poténcia. O espectro de frequéncia referente a area hipocampal CA1 ndo revelou

modifica¢des. Na sequéncia do tragado nota-se uma aparente normalizagdo ritmica caracteristica desta fase do sono.
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FIGURA 3: Imagem superior representando tragados eletrograficos de 20 s referentes ao denominado comportamento aberrante apds o
tratamento com reserpina. Logo abaixo, graficos do espectro de frequéncia e o histograma das frequéncias dominantes da area
cortical A3 e hipocampal CA1 respectivamente.
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HERNANDEZ-LEON et al., 2019). Embora fragil,
essa tendéncia sugere um efeito deletério das injecoes
de reserpina sobre o sono.

As observacdes comportamentais do ciclo vigilia
sono demonstraram que todos os estados comportamentais
esperados estavam presentes exceto o sono paradoxal.
Tal auséncia pode ter ocorrido pela incapacidade de
habituagdo dos animais aos procedimentos de registro
dentro do tempo estipulado (30 minutos). Estudos
pioneiros utilizando a reserpina para estudar o ciclo
do sono em humanos demonstraram haver aumentos
na duragdo do sono paradoxal com modificagdes
discretas nas fases sincronizadas (HARTMAN, 1966;
HOFFMAN; DOMINO, 1969) e também aumentos
na incidéncia ¢ duracdo do sono sincronizado fase I
(e.g. JAIMCHARIYATAM et al., 2011). Entretanto,
os critérios de alteragdes do sono em pacientes com
fibromialgia, definidos pelo Colégio Americano de
Reumatologia, incluem dificuldade em desencadear o
sono, despertares constantes e dificuldade no despertar
ao final do ciclo do sono (WOLFE et al., 2011). Ainda
mais interessante ¢ o fato de ratas ovariectomizadas
e que receberam injecdes de reserpina apresentaram
aboligdo do sono paradoxal (HERNANDEZ-LEON et
al., 2019). Essa evidéncia, apesar de ter sido encontrada
em uma situacdo experimental diferente, pode justificar,
especificamente, a auséncia de sono paradoxal no grupo
de animais tratados com reserpina. Assim, ¢ prudente
sugerir uma investiga¢do mais profunda através da
utilizagdo de recursos que possam detalhar as fases do
sono, como ¢ o caso da polissonografia.

De maneira geral, redug¢des na duragao de
estados mais relaxados, como foi demonstrado neste
trabalho, indicam niveis de estresse elevados, seja
como resposta a distratores, seja por alerta constante.
Uma possivel justificativa para essas redugdes poderia
ser a manipulagdo dos animais que é exigida durante
os diferentes procedimentos experimentais ou que
precedia as sessoes de registro (e.g., BALCOMBE et
al., 2004). Entretanto, as redugdes na duracdo das fases
I e II do sono sincronizado e a aparente reducdo da
fase III do sono sincronizado observadas no grupo pos-
reserpina quando comparado com o grupo pos-salina
podem reforgar a ideia de a redug@o ter sido provocada

diretamente pela droga com consequente desorganizacio
do ciclo vigilia-sono. Os animais tratados com reserpina,
apesar de demonstrarem EEG compativel com vigilia
atenta, apresentaram redu¢do de mobilidade na caixa
de registro, permanecendo parados em um determinado
local por longos periodos. Essa imobilidade reforga as
evidéncias reveladas em outros estudos envolvendo a
reserpina e seus efeitos sobre o comportamento geral
de ratos (BASCO-SERRA et al., 2015; ZHEN-YONG
etal., 2016).

Outro achado merecedor de destaque foi o
surgimento de atividade eletrografica enquadrada na faixa
de frequéncias de 10 Hz. Tal fendmeno, conhecido como
intrusdo alfa, aparece entremeando ritmos eletrograficos
sincronizados (sono de ondas lentas) e apresenta
correlacdo importante com os microdespertares noturnos
(HORNE; SHACKELL, 1991) bem como com o sono
de individuos portadores de transtornos de depressao,
que também € um aspecto importante da sindrome
da fibromialgia (JAIMCHARIYATAM et al., 2011).
Acredita-se que essa atividade seja responsavel pelas
reducdes na eficiéncia do sono (sono ndo restaurador),
pela sonoléncia excessiva diurna e pelo recrudescimento
da dor crénica na fibromialgia (HAMILTON et al., 2008;
MOLDOFSKY, 2009).

Nao menos importante foi o surgimento
de comportamentos denominados aberrantes. O
aparecimento do wet dog shake, num primeiro momento,
causou espanto uma vez que tratamentos com reserpina
costumam suprimir esse tipo de comportamento
(COLASANTI et al., 1975; NABESHIMA et al.,
1986). Por outro lado, esse comportamento em forma
de tremor pode estar revelando uma complicagdo das
injecdes de reserpina que € a inducdo de parkinsonismo
(DUTY; JENNER, 2011). Por sua vez, os vacuous
chewing movements sao caracteristicos da sindrome
denominada discinesia orofacial, e que também podem
ser produzidos em ratos por injecdes (1 mg/kg) de
reserpina (PEREIRA etal.,2011). As doses empregadas
no presente estudo foram as mesmas descritas na
literatura, porém nem todos os animais apresentaram
tais comportamentos aberrantes. Interessantemente, a
atividade eletroencefalografica observada na area cortical
A3 e registrada durante os comportamentos aberrantes



ndo ¢ compativel com qualquer estado comportamental
do ciclo vigilia-sono. Com o passar do tempo, por
outro lado, essa atividade desapareceu e nenhum
comportamento aberrante pode ser encontrado. Pensa-se
que essa variante comportamental tenha ocorrido pelo
efeito cumulativo das trés doses de reserpina necessarias
para produzir o modelo de fibromialgia anteriormente
descrito. Entretanto, num uUnico estudo encontrado
durante as revisoes da literatura, havia a descricdo de
atividade de EEG semelhante em ratos apos injegdo
unica de 0,5 mg/kg de reserpina em coelhos adultos
(KUWANA, 1956).

Tomados em conjunto, esses achados, apesar de
ainda preliminares, podem colaborar no entendimento
dos mecanismos fisiopatologicos centrais da fibromialgia.
Ja estd bem estabelecida a correlagdo entre fragmentagao
do sono e os quadros algicos que se retroalimentam,
porém, neste estudo, foram observadas ndo somente
redugdes na duragdo das fases do sono, mas também
indicios de intrusdo do ritmo alfa durante a fase II do
sono sincronizado. Além disso, observou-se a expressao
de comportamentos aberrantes, que também ndo foram
descritos no estudo original que propds o modelo de
fibromialgia. Assim, sugere-se dar continuidade a esta
linha de investigacdo utilizando ferramentas de analise
de EEG que permitam processar registros mais longos
e com maior riqueza de detalhes e o emprego de outras
ferramentas que revelem uma possivel interferéncia
da reserpina na expressdo de fatores neuroquimicos
relacionados ao estresse, as condi¢des de depressao/
ansiedade e a plasticidade neuronal no intuito de se
desenvolver estratégias terapéuticas.
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