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RESUMO

O fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF) é uma proteina enddgena
responsavel por regular a sobrevivéncia neuronal e a plasticidade sinaptica do
sistema nervoso periférico e central, O BDNF tem sido estudado em situagbes
patolégicas incluindo condigdes como a depressao e a dor cronica, e tem sido
citado nos estimulos sensoriais nociceptivos e na hipersensibilidade a dor.
Resultados recentes da literatura mostraram aumento do BDNF no soro e liquor
de pacientes com fibromialgia (FM). Neste estudo mensuramos os niveis séricos
do BDNF em 30 pacientes com FM e 30 controles saudaveis pareados por sexo e
idade analisados por enzima imunoensaio. Os pacientes com FM apresentaram
niveis numericamente superiores do BDNF (FM= 167,1 + 171,2 ng/ml) quando
comparados com o grupo controle (Controles= 113,8 £ 149,6 ng/ml), chegando
perto do limite de significancia estatistica (p=0.056; teste de Mann-Whitney). No
entanto, somente 6 dos 30 controles apresentaram valores superiores a mediana
(15/15) dos pacientes com fibromialgia (129 ng/ml) (p= 0,029, teste exato de
Fisher bi-caudal). Ndo houve correlagéo entre os niveis de BDNF no soro e idade,
tempo de doenca, escore de dor, pontos de dor e escore da HAM-D. Quanto ao
tratamento com antidepressivos ndao encontramos diferengas significativas entre
os grupos. Os nossos resultados confirmaram os achados de estudos recentes do
aumento dos niveis séricos do BDNF em pacientes com FM, sugerindo que o
BDNF pode estar envolvido na fisiopatologia da FM, mesmo com elevados niveis

de depressao.

Palavras-chaves: BDNF; fibromialgia; dor; depressao; antidepressivos.



ABSTRACT

Brain-derived neurotrophic factor (BDNF) is an endogenous protein involved in
neuronal survival and synaptic plasticity of the central and peripheral nervous
system. BDNF has been studied in pathological situations, including depression
and chronic pain conditions, and appears to modulate nociceptive sensory inputs
and pain hypersensitivity. Serum BDNF levels have been shown to be increase in
serum and CSF of patients with fiboromyalgia (FM). In the present study, we
assessed serum BDNF levels in 30 female patients with FM and 30 healthy age-
and gender-matched volunteers using an enzyme immunoassay. FM patients
showed numerically higher levels of BDNF (FM= 167.1 + 171.2 ng/ml) when
compared with the control group (control = 113.8 + 149.6 ng/ml), close to the limit
of statistical significance (p=0.056; Mann-Whitney test). However, only 6 out of 30
controls presented superior values to the median (15/15) of the patients with
fibromyalgia (129 ng/ml) (p = 0.029, Fisher exact test). There was no correlation
between serum BDNF levels and age, disease duration, pain score, number of
pain points and HAM-D score. There was no significant difference in BNDF levels
regarding current antidepressant treatment. Our results confirm previous findings
of increased serum BDNF levels in patients with FM, suggesting that BDNF may
be involved in the pathophysiology of Fibromyalgia, despite high levels of

depression.

Keywords: BDNF, fibromyalgia, pain, depression, antidepressant.



LISTA DE ABREVIATURAS

FM — Fibromialgia

5HT — Serotonina

BDNF — Fator Neurotréfico Derivado do Cérebro
DM —Depresséo Maior

DRG - Raiz dos ganglios dorsais

GABA — Acido gama-aminobutirico

GABA R - Receptor do acido gama-aminobutirico
HAM-D — Escala de Depressao de Hamilton
HPA — Eixo Adreno-pituitario ou hipofise-adrenal
IgG — Imunoglobulina G

NA — Noradrenalina

NGF — Fator de Crescimento Neural

NK-1 — Receptor neurocinina — 1

NMDA — N — metil — D — aspartato

P75NTR — Receptor neurotrofina p75

PKC — Proteina cinase C

SNC - Sistema Nervoso Central

SP — Substancia P



Trk — Tirosina cinase
TrkA — receptor da tirosina cinase A
TrkB — receptor da tirosina cinase B

VAS - Escala Analdgica Visual da dor
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1. CAPITULO 1
1.1 Introducgao

A FIBROMIALGIA

Estudos epidemioldgicos indicam que cerca de 3-5% da populagao sofrem
atualmente de Fibromialgia (FM) e 90% dos pacientes sdo mulheres, com
estimativas abrangendo de 1,0% a 4.9%, comparados com 0,0% a 1.6% em
homens (Gran, 2003). A clinica reumatoldgica enfatiza a importancia das
sindromes da dor crénica como a FM em pacientes ambulatoriais, sendo 3,7 e
10,9% dos novos casos de FM primaria ou secundaria respectivamente (Bernatsky
et al., 2004).

A FM é uma sindrome que apresenta padrao clinico complexo de origem
desconhecida e consiste em dor musculo-esquelética difusa, sono nao
restaurador, fadiga, rigidez matinal, além de outras manifesta¢des clinicas como
depressao, sintomas gastrointestinais e cefaléia (de Gier et al., 2003; Julien et al.,
2005). Wood (2004) caracteriza a FM como um disturbio relacionado ao estresse
no qual o inicio e a exacerbagdo dos sintomas estdo relacionados a eventos
ligados a traumas. Waylonis (1992) mostra a existéncia de correlagdes
significativas entre situacbes de estresse e a exacerbacédo de sintomas da FM,

incluindo a amplificacdo da dor. Os aspectos cognitivos e emocionais e a suas
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relagbes em aumentar a intensidade da dor foram descritas por Martin (1996),
Hasset (2000), Geisser (2003) e Meeus (2007).

A teoria mais aceita no momento integra uma disfungao no sistema nervoso
central (SNC) em regular a sensibilidade dolorosa nos centros moduladores de dor
nos niveis medular e cerebral. Pela diminuigdo dos niveis de serotonina (5HT) e
elevagdo da substancia P, haveria aumento da sensibilidade dolorosa, alteragao
de sono e fadiga (Dias et al., 2003). Raphael et al. (2004) descrevem a
importancia de fatores psicossociais e psiquiatricos em pacientes com FM que
freqUentemente apresentam histéria de depressao maior (DM).

Para fins de investigacdo o Colégio Americano de Reumatologia
estabeleceu critérios para o diagnéstico de FM, incluindo dor por mais de trés
meses em todos os quatro quadrantes do corpo, dor esquelética axial e dor a
digito-pressao de no minimo 11 pontos dos 18 pontos bilaterais especificos. O
aumento da sensibilidade de dor pela pressao € descrito como hipervigilancia e
reflete um disturbio de adaptagao de dor, sugerindo associagdo com dor de origem
psicoldgica (Ernberg et al., 2003).

A dor é um fendbmeno dinamico que resulta do balango entre as atividade
dos sistemas de modulacdo enddgena inibitéria e facilitatoria. Deficiéncias no
sistema inibitério de dor endégena podem contribuir para algumas condi¢gdes de
dores cronicas, entre elas a FM (Julien et al., 2005). Geisser et al. (2003) afirmam
que as alteragdes no processo dos mecanismos periférico e central na FM nao
estao limitadas somente a dor. As correlagdes destas anormalidades relacionadas

a traumas emocionais reforcam o conceito de que ha uma ampla relagao
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neurofisiolégica entre aspectos discriminativos, limbicos e cognitivos na
experiéncia de dor.

Gendreau et al. (2005) e Ernberg et al. (2003) apontam o papel crucial de
aminoacidos como a glutamina e neuropeptidios como a substancia P no processo
de sensibilizagao central na subseqliente experiéncia de dor. Julien et. al (2005)
encontraram anormalidades bioquimicas no liquido cérebro-espinhal dos
pacientes com FM. Baixas concentragbes dos metabdlitos de serotonina (5HT) e
noradrenalina (NA), elevadas concentragdes de substancia P e fator de
crescimento neural (NGF) sugerem associagdes com alguns sintomas presentes
na FM, como disturbio do sono e a depresséo.

Duric e McCarson (2006) sugerem que os receptors de neurocinina-1 (NK-
1) estdo envolvidos no estresse e na depressdo, modificando a plasticidade do
SNC, particularmente no sistema limbico. Anormalidades na neurotransmissao
monoaminérgica central parecem comuns a FM e a DM. Estudos recentes tém
identificado a importancia dos polimorfismos genéticos ligados a serotonina na FM
e DM mediadas pela vulnerabilidade genética e/ou bioldgica de resposta a eventos
de estresse ou traumaticos (Raphael et al., 2004).

Berber et al. (2005) afirmam que a prevaléncia de alteragdes psicoldgicas,
particularmente a depressao, é elevada entre pacientes com FM, variando de 49%
a 80%. Além disto, a depressao e a ansiedade sao comuns e freqientemente
graves em casos de FM (Gran, 2003). Pacientes depressivos freqlientemente
relatam perda cognitiva associada a seus sintomas depressivos. As queixas
subjetivas de memoria e concentragdo sao comuns em pacientes com dor crénica,

sugerindo que a influéncia de variaveis psicoldgicas como a depressao, a dor € a
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fadiga podem ser considerados fatores que contribuem para a presenca da FM
(Suhr, 2003).

Baker et al. (2005) consideram que o tratamento da FM envolve uma
abordagem multidisciplinar individualizada devido a complexidade da
sintomatologia. Krell et al. (2005) sugerem que o tratamento farmacoldgico possa
atenuar a dor, os disturbios do sono, a fadiga e os disturbios de humor, sendo que
os antidepressivos sdo amplamente utilizados no tratamento de dor crénica e
depressao. Recentemente, Kingsley et al. (2005) descrevem a importancia da

administragao de drogas opiodides no tratamento de dores crdnicas.

O FATOR NEUROTROFICO DERIVADO DO CEREBRO (BDNF)

Os fatores neurotroficos séo proteinas solluveis endégenas que regulam a
sobrevivéncia, o crescimento, a plasticidade morfoldégica e a sintese de novos
neurénios com funcgdes diferenciadas. Estas proteinas de similar funcionalidade e
estrutura sdo chamadas de neurotrofinas. O NGF foi a primeira neurotrofina a ser
caracterizada, seguida pela identificacdo de varias outras, incluindo o fator
neurotréfico derivado do cérebro (BDNF). O BDNF é uma proteina de 27 kDa,
sendo a mais abundante no cérebro e responsavel pelo desenvolvimento e
manutencao do sistema neuronal. Atua como modulador da plasticidade sinaptica
do sistema nervoso central e periférico e dos neurotransmissores, regulando a
excitabilidade neuronal (Zhao et al. 2005; Szapacs et al., 2004; Shimizu et al.,

2003; Bimonte 2003).
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As neurotrofinas interagem com duas categorias de receptores de trk: uma
delas com receptores de alta afinidade ligados a tirosina cinase e a outra com
receptores de baixa afinidade ligados a neurotrofina p75 (p75NTR). Todas as
neurotrofinas se ligam ao receptor p75NTR, sendo que o NGF liga-se ao receptor

trkA e o BDNF, ao receptor trkB (Obata, 2006).

O BDNF ¢ sintetizado nos corpos celulares dos neurdnios sensoriais primarios e
expresso pelos neurbnios sensoriais de pequeno didmetro no corno dorsal
(Emfors et al., 1990). E transportado do terminal central pelos aferentes primarios,
liberado no corno dorsal espinhal e se liga ao receptor trkB por neurbnios
sensoriais de segunda ordem (Mannion et al., 1999; Lever et al., 2001). A
estimulagédo dolorosa aumenta a fosforilagdo do TrkB no corno dorsal de ratos, o
que é consistente com a liberacdo do BDNF e com o aumento da auto fosforilagao
no corno dorsal superficial (Zhao et al. 2005; Obata et al. 2003). O BDNF é
produzido pré-sinapticamente nos corpos celulares dos neurbnios sensoriais
projetados no corno dorsal, enquanto que no hipocampo € produzido
predominantemente pelos dendritos pds-sinapticos. O BDNF exdgeno facilita a
liberagcdo do glutamato no hipocampo e GABA na medula espinhal (Malcangio,
2003). O BDNF sintetizado nos neurbnios dos ganglios da base dorsal é
transportado para a terminagao central por vias aferentes primarias para o corno
espinhal dorsal e ¢é liberado, agindo nos receptores trkB nos neurdnios sensoriais
de segunda ordem. Por outro lado, o sistema GABA apresenta grande importancia

na inibicao pré-sinaptica de aferéncia primaria (Rudomin, 1990; Sluka et al. 1994)
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Obata (2006) considera o BDNF como neuromodulador da transmissao
sinaptica e nocicepg¢ao espinhal. Malcangio (2003) descreve a importancia dos
fatores neurotroficos na eficiéncia da regulagdo sinaptica através de dois
mecanismos principais. Primeiro, os fatores neurtréficos tém influéncia indireta na
liberacdo de varios neuromoduladores que estao relacionados a modificacdo da
forga sinaptica. Segundo, a atividade neural libera os fatores tréficos no interior da
fenda sinaptica, podendo liberar transmissores por agao pré-sinaptica ou regular a

sua funcao poés-sinaptica.

O BDNF e DOR

A dor persistente inicia mudancgas na arquitetura celular e na sua expressao
genética. Duric e McCarson (2006), Schumacher et al. (2005) e Pezet et al. (2005)
afirmam que as modificacbes no sistema nervoso central contribuem para a
plasticidade e a transmissao sinaptica do hipocampo, modulando os mecanismos
de dor.

A acdo do BDNF como neuromodulador no corno dorsal da medula
espinhal tem sido proposta em varios modelos de dor, incluindo a inflamagao
periférica, axotomia, lesdo nervosa e dor neuropatica (Pezet et al. 2002; Zhao et
al. 2005). A ativacdo dos receptores trkB pelo BDNF modula a sinapse da dor
primaria na medula espinhal e a sinapse liberando glutamato na area CA1 do
hipocampo. Evidéncias obtidas utilizando a neutralizacdo do receptor TrkB

sugerem a agao do BDNF como neuromodulador quando liberado de neurdnios
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nociceptivos de pequeno didmetro, tendo importante funcdo nas vias de dor
(Malcangio, 2003. Zhao et al. 2005).

No corno dorsal a ativagao dos receptores pelo BDNF enddgeno parece contribuir
para hiperalgesia, sugerindo que o BDNF contribui para a sensibilizagdo dos
neurénios dorsais (wind up), facilitando a ativacdo dos receptores NMDA. A
estimulacdo dolorosa aguda ou crénica aumenta a fosforilagdo de varias
subunidades do receptor (NMDAR) na medula espinhal (Kerr et al. 1999;
Heppenstall e Lewin 2001). O BDNF exdégeno pode agir como modulador da
fosforilacado do NR1, apesar de outros estudos contradizerem os efeitos do BDNF
na funcao dos receptores do NMDA (Malcangio, 2003; Zhao et al. 2005).

O NGF também tem sido citado no envolvimento das condi¢des
nociceptivas e patoldgicas da dor. A agao do NGF n&o esta somente limitada aos
efeitos periféricos, pois enquanto parte substancial da acdo hiperalgésica é
mediada pelo BDNF liberado no corno dorsal, outros mecanismos e mediadores
necessitam estar envolvidos. A hiperalgesia secundaria mostrada pelo NGF pode
ser parcialmente atribuida a efeitos extrassinapticos do BDNF (Zhao et al. 2005).
Foi mostrado que a aplicacdo exogena de NGF resulta na producdo de BDNF em
grande parte dos neurénios sensoriais (Michael et al. 1997)

O BDNF tem sido citado no envolvimento da patofisiologia da dor e Djouhri
(2001) destacou a importancia do NGF na modulagao as respostas hiperalgicas.
Fukuoka (2001) observou diminui¢cdo da hiperalgesia mecéanica e térmica através
de anticorpos anti-BDNF em modelos de ressec¢do nervosa em ratos. A remogao
do anticorpo trkB-IgG reduz significativamente as respostas nociceptivas

mostradas apés a injecao de formalina e carragenina na pata traseira de ratos,
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sugerindo o envolvimento do BDNF nesse mecanismo de hiperalgesia (Kerr et al.,
1999; Thompson et al., 1999) O BDNF exdgeno, assim como o NGF, levam a
persistente alodinia quando s&o direcionados diretamente na raiz dos ganglios
dorsais (Zhou et al.,, 2000). Os achados do aumento da expressao de
neurotrofinas sugerem seu envolvimento em modelos de dor em animais e
pacientes (Narita et al., 2000; Fukuoka et al., 2001; Pezet et al., 2002).

A liberacdo do BDNF durante a modulagédo da dor € mediada pela ativacéo
dos receptores NMDA pelo glutamato, juntamente com a substancia P, agindo
como neurotransmissores rapidos e moduladores lentos nas sinapses de dor
primaria (Lever et al., 2001). Nos neurdnios sensoriais a concentracao do BDNF e
da substancia P dependem da disponibilidade do NGF, que é produzido na
periferia, alcangando os ganglios dorsais apds a ligagdo nos receptores trkA das
fibras terminais que contém substancia P e o BDNF. O aumento da concentragao
do NGF nos tecidos periféricos em processos inflamatérios promove a expressao
do BDNF e da substancia P nos neurdnios sensoriais (Lever et al., 2001;
Malcangio, 2003).

Yajima (2002) mostrou que a inibicdo da atividade do receptor Trk-B pode
abolir completamente a alodinia e hiperalgesia térmica do nervo ciatico em
modelos de dor neuropatica. Inibidores da atividade da TRK tirosina cinase e
inibidores da proteina cinase C (PKC) também bloquearam a dor neuropatica.
Sendo assim, BDNF apresenta importante fungao na regulagao da dor inflamatéria
e hiperalgesia secundaria, porém o BDNF liberado somente dos nociceptores nao

tem importancia no desenvolvimento da dor neuropatica (Zhao et al. 2005).
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A ativacdo da PKC é um importante passo para os efeitos nociceptivos causado
por numerosos estimulos estressantes. A PKC é conhecida por fosforilar varios
componentes celulares, incluindo enzimas, canais de ions e receptores de
membrana que séo reguladores chaves no processo de excitagao e sensibilizagdo
nociceptivas (Ferreira et al., 2005). A PKC é capaz de modular a atividade de
varios processos celulares importantes na produg¢ao da dor, incluindo a liberagéo
de mediadores pro-nociceptivos e a subsequente agao nas vias dos receptores e
sinalizagdo. As vias de sinalizacdo da PKC parecem ter importante funcao na
modulagao da excitabilidade dos neurdnios sensoriais, contribuindo enormemente
para a sensibilidade neuronal observada em certas condi¢gdes de dor inflamatéria
e neuropatica. Entretanto, a elucidagcao dos padrées modulados pela PKC e a sua
relacdo com os niveis de BDNF podem ser particularmente interessantes para o
melhor entendimento de alguns mecanismos das disfuncdes da dor (Ferreira et al.,
2005). Garraway et al. (2003) descreveu que o BDNF a nivel espinhal aumenta a
eficacia das sinapses no receptor NMDA via PKC, reforcando a idéia de que o
BDNF pode estar relacionado com os estagios exagerados de dor.

A dor crbénica € uma quadro clinico incapacitante caracterizada pela alteragao
das vias nociceptivas central e periférica. A expressao do BDNF é conhecida por
ser plastica e pode estar alterada em diferentes estagios de dor. A dor também
possui um forte componente similar ao estresse, refletindo os aspectos afetivos-
cognitivos. Este conceito encontra suporte em dados sugerindo que a maioria de
pacientes que sofrem de dores crénicas também expressam varios sintomas de

depressao clinica (Duric e McCarson, 2006, Zhao, 2005).
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BDNF e DEPRESSAO

Dados clinicos estimam que mais da metade de pacientes com dor crbnica
apresentam também sintomas de depressédo clinica (Fishbain et al., 1997;
Montoya et al., 2004). A dor e o estresse sdo conhecidos como ativadores do eixo
hipdfise-adrenal (HPA) e a estimulacdo deste sistema pode contribuir para a
plasticidade do hipocampo (Duric e McCarson, 2006). Blackburn (2004) comparou
0 estresse crbnico em modelos animais com a depressdao em seres humanos,
revelando mecanismos similares na fungao do eixo HPA. Tsigos (2002) relacionou
a disfungédo do eixo HPA com os sintomas de fadiga, depressao e hiperalgesia,
Ehlert et al. (2001) com varios disturbios psiquiatricos e Ochs et al. (2000) com os
niveis de serotonina.

O hipocampo € um componente central do sistema limbico envolvido na
regulacdo do humor e afeto, e € uma das varias regidoes do cérebro capaz de
manter a proliferacdo celular e a neurogénese em humanos e animais adultos
(Duric e McCarson, 2006).

Estudos sobre as propriedades antidepressivas dos antagonistas de
receptores NK-1 demonstraram que estes neuromoduladores podem ser
importantes no contexto do processo dos aspectos emocionais da dor crénica nos
centros superiores, sugerindo que o estimulo de dor e de estresse alteram a
expressao do receptor NK-1 e do gene BDNF no hipocampo (Duric e McCarson,

2005). Achados adicionais evidenciaram que o BDNF e os receptores NK-1 estao
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envolvidos na dor e estresse, evocando mudangas plasticas no SNC (Duric e
McCarson, 2006).

Foi demonstrado que experiéncias de estresse apresentam efeito inibitério
na formagédo de novos neurdnios granulares no giro denteado do hipocampo em
varias espécies de mamiferos. O estresse cronico pode ocasionar atrofia e morte
celular nos neurdnios CA3 do hipocampo (Duman, 2006). Em adigdo a diminuigao
da neurogénese, ocorrem outras mudangas morfolégicas, como a redugado do
volume do hipocampo observada em estudos de imagens cerebrais em casos de
depressao e estresse poés-traumatico (Hashimoto et al.,, 2004). Baixos niveis
séricos de BDNF e redugcdo do volume estriatal e do hipocampo foram
encontrados em pacientes com depressao maior quando comparados a controles
normais (Tsai 2003, Haynes, 2004). Esses estudos sugerem que a deficiéncia
dessa neutrofina contribue nos processos celulares e moleculares envolvidos na
patofisiologia da depressao crénica (Duric e McCarson, 2006; Sheline et al., 2000,
Bremner et al., 2000; Karege et al. 2002).

Recentemente Filus e Rybakowski (2005) observaram em estudos clinicos
de estresse crbnico alteragdo da expressdao do BDNF confirmando a sua

influéncia na patogénese da depressao.

O BDNF e ANTIDEPRESSIVOS

As mudancgas nos niveis de serotonina no cérebro mostram associagdo com
a depressdao e as drogas serotonérgicas sao frequentemente utilizadas no

tratamento da depressdao (Mamounas et al.,, 1995). Mattson et al. (2004)
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descreveram a importancia da serotonina no aumento da expressédo nos niveis do
BDNF em disturbios de depresséao e ansiedade.

Enquanto animais submetidos ao estresse apresentaram niveis de BDNF
significativamente diminuidos (Russo-Neustadt et al., 2001), a infusdo do BDNF no
cérebro produziu efeitos antidepressivos em modelos de comportamento
depressivo (Siuciak et al., 1997; Shirayama et al., 2002). Além disso, os niveis do
BDNF em pacientes depressivos sem tratamento farmacolégico eram
significativamente menores do que em pacientes tratados € no grupo controle
(Shimizu et al., 2003).

Nibuya et al (1995) foram os primeiros a demonstrar que a administragao
cronica de varios tipos de antidepressivos, incluindo os inibidores seletivos de
serotonina, aumentam a expressdo do BDNF no hipocampo. Outro estudo
mostrou que a administracdo central do BDNF produz atividade antidepressiva em
dois modelos animais de depressao (Tsai, 2003). Estes achados sugerem que o
BDNF tem efeitos antidepressivos e podem estar relacionados na patogénese da
depressao maior (Bremner et al., 2000) Adicionalmente, a administracdo crénica
de antidepressivos pode elevar os niveis de BDNF, regulando a neurogénese e
consequentemente revertendo muito dos efeitos causados pelo estresse no
hipocampo (Tsai, 2003; Duric e McCarson, 2006). Os antidepressivos triciclicos,
os inibidores da monoamino oxidase e inibidores seletivo da serotonina, via CREB,
aumentam os niveis do fator neurotréfico derivado do cérebro (Haynes et al.
2004).

Os efeitos de drogas antidepressivas tém sido atribuidas ao aumento da

proliferacdo das células neuronais através de mecanismos envolvendo regulagao
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dos niveis do BDNF no hipocampo (Duric e Mc Carson, 2006). Shimizu et al.
(2003) e Chen et al. (2001) observaram aumento da concentragdo do BDNF no
soro de pacientes apos tratamento antidepressivo e aumento da imunorreagao do

BDNF no hipocampo em pacientes em tratamento antidepressivo.

FIBROMIALGIA E BDNF

Ao iniciar essa dissertacdo, nao havia estudos de avaliagao dos niveis de BDNF
na FM. Por um lado, a alta comorbidade com DM e estresse nos inclinava a
pensar que o BDNF estaria diminuido na FM. Por outro, seu papel nos processos
dolorosos sugeriam que estaria aumentado. Recentemente dois estudos
envolvendo BDNF e FM foram publicados e estdo resumidos na Tabela 1. Ambos

encontraram aumento dos niveis de BDNF na FM.

Tabela 1 — Resumo dos estudos sobre os niveis do fator neurotréfico

derivado do cérebro na Fibromialgia.

Autor/Ano Métodos Achados

Laske, 2007 Niveis do BDNF no soro de 41 Niveis séricos do BDNF
pacientes com FM com baixas aumentados em pacientes
doses de antidepressivos com FM. Nao houve
comparados a 45 voluntarios do diferengcas dos niveis do
grupo controle sem histéria de BDNF entre os grupos de
depressao e utilizacdo de pacientes com histéria de

antidepressivo. depressao e entre os
pacientes que utilizaram
baixas doses de
antidepressivos

Sarchielli, 2007 Niveis do BDNF no liquor em 20 Aumento  significativo  dos
pacientes com enxaqueca, 20 niveis do BDNF no liquor em
pacientes com FM primaria e 20 pacientes com FM e
individuos controles. enxaqueca.
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1.2. OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL.:

> Investigar a concentracdo sérica do BDNF em pacientes com

Fibromialgia.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

» Avaliar os niveis séricos da proteina BDNF em pacientes com

sindrome da Fibromialgia e controles saudaveis.

» Verificar a correlagdo do quadro algico e os niveis de proteina

BDNF.

» ldentificar a presenca de transtornos psiquiatricos e sua a correlacéo
com o tratamento farmacoldgico e os niveis de BDNF em pacientes

com sindrome da fibromialgia.

» Verificar a correlagcdo entre o tratamento farmacolégico com

antidepressivos e o0s niveis séricos de BDNF.
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ABSTRACT

Brain-derived neurotrophic factor (BDNF) is an endogenous protein involved in
neuronal survival and synaptic plasticity of the central and peripheral nervous
system (CNS and PNS) that has been studied in pathological situations, including
chronic pain conditions and major depression. BDNF appears to modulate
nociceptive sensory inputs and pain hypersensitivity. Serum BDNF levels have
been recently suggested to be involved in fibromyalgia (FM). In the present study,
we assessed serum BDNF levels in 30 female patients with FM and 30 healthy
age- and gender-matched volunteers using an enzyme immunoassay. FM patients
showed numerically higher levels of BDNF (FM= 167.1 + 171.2 ng/ml) when
compared with the control group (control= 113.8 + 149.6 ng/ml), close to the limit of
statistical significance (p=0.056; Mann-Whitney test). However, only 6 out of 30
controls presented superior values to the medium (15/15) of the patients with
fibromyalgia (129 ng/ml) (p = 0.029, Fisher exact test). There was no correlation
between serum BDNF levels and age, disease duration, pain score, number of
pain points and HAM-D score. There was no significant difference in BNDF leves
regarding current antidepressant treatment. Our results confirm previous findings
of increased serum BDNF levels in patients with FM, suggesting that BDNF may
be involved in the pathophysiology of Fibromyalgia, despite high levels of

depression.

Keywords: BDNF, fibromyalgia, pain, depression, antidepressant.
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Introduction

Fibromyalgia syndrome (FM) affects at least 2% of the adult population, females
being significantly more often affected than males. Prevalence rates in some
regions have not been ascertained and may be influenced by differences in cultural
norms regarding the definition and attribution of chronic pain states (Gran, 2003;

Mease, 2005a; Mease, 2005b).

FM is a common condition with a complex clinical pattern of unknown origin,
consisting of diffuse musculoskeletal pain and muscle tenderness, accompanied by
sleep disturbance, fatigue, anxiety and by other clinical manifestations such as
depression, gastrointestinal symptoms and headache (Arnold et al., 2005; de Gier

et al., 2003; Julien et al., 2005).

In clinical trials and observational research studies, fibromyalgia is usually
diagnosed by application of the American College of Rheumatology (ACR) criteria.
These criteria require the concurrent presence of widespread pain of at least 3
months’ duration and tenderness on palpation in at least 11 of 18 tender points
sites, which are characterized by decreased pressure-pain thresholds that result in
hyperalgesia or allodynia (Katz et al., 2006; Montoya et al., 2004; Palomino et al.,

2007).

Neuroplasticity and subsequent central nervous system (CNS) sensitization include
altered function of chemical, electrophysiological and pharmacological systems.

Theses changes cause exaggerated perception of painful stimuli (hyperalgesia), a
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perception of innocuous stimuli as painful (allodynia) and may be involved in the
generation of referred pain and hyperalgesia across multiple spinal segments
(Meeus and Nijs, 2007). Several biochemical abnormalities that may contribute to
this scenario have been reported in the cerebrospinal fluid of FM patients, including
low concentrations of the metabolites of serotonin (5HT) and noradrenaline (NA),
high concentrations of substance P and of nerve growth factors suggest a

pathogenesis of central origin (Julien et al., 2005; Schwarz et al., 1999).

Some studies have identified the pain thresholds in FM vary according to
emotional contexts and it is frequently comorbid with psychiatric disorders such as
major depression, dysthymia, anxiety and somatoform disorders (Kassam and
Patten, 2006; Laske et al., 2007). In fact, existing data suggest that the influence
of psychological variables such as depression, pain, and fatigue must be
considered as factor contributing to neuropsychological presentation in FM (Suhr,

2003).

Brain-derived neurotrophic factor (BDNF) enhances the growth and maintenance
of several neuronal systems, and may be a neurotransmitter modulator. BDNF also
acts as a regulator of neuronal excitability and modulator of synaptic plasticity in
the CNS. BDNF is transported anterogradely to the central terminals of sensory
neurons in the dorsal horn and the released BDNF binds to trkB receptors. Current
evidence suggest that BDNF modulates both pre- and postsynaptic mechanisms
(Malcangio and Lessman, 2003; Shimizu et al., 2003; Wu et al., 2004a; Wu et al.,

2004b; Zhao et al., 2005).
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Recently, the role of BDNF in pain states has received more attention as a
neuromediator of hyperalgesia and spinal central sensitization (Delafoy et al.,
2006; Duric and McCarson, 2006a; Duric and Mc Carson, 2006b; Groth and
Aanonsen, 2002). Increased release of BDNF has been reported in animal models
of neurpathic pain by sciatic nerve transection (Tsai et al.,, 2003a; Tsai et al.,
2003b; Tsai, 2005a; Tsai, 2005b). Moreover, BDNF induced hyperalgesia is

dependent on an NMDA receptor-mediated mechanism (Allen et al., 2004).

There is growing evidence indicating that BDNF also play a crucial role in major
depressive disorder (MDD) (Yoshimura et al., 2007) and bipolar disorder (BD)
(Hashimoto et al., 2004). Aydemir et al. (2005) have reported that serum BDNF
levels are lower in depressed patients and Karege et al. (2002) have also shown
lower BDNF levels in drug-free depressed patients. Moreover, Shimizu et al.
(2003) reported that antidepressant treatment increased the levels of serum BDNF
in depressed patients and, from findings in animal and human studies, it seems
that antidepressant treatments could increase central as well as peripheral BDNF
levels (Piccinni et al., 2007; Tsai et al., 2003a; Tsai et al., 2003b; Tsai, 2005a; Tsai,
2005b).

Recent results have shown that patients with FM have increased levels of BDNF in
serum and cerebrospinal fluid (Laske et al., 2007; Sarchielli et al., 2007). In this
study, our aim was to investigate serum BDNF levels in patients with FM in

comparison with a strictly matched control group.



29

Materials and Methods

Subjects

Patients with FM (n = 30, all female, age 46.3 + 9.3 years) were recruited from the
Physical Therapy Clinic of Feevale University. Diagnosis of FM was made
according to the American College of Rheumatology (ACR) Criteria (Wolfe, 1990a;
Wolfe and Cathey, 1990b; Wolfe et al., 1990c). The variables evaluated in the
patients group were: illness duration, pain intensity measured with the Visual
Analogue Scale (VAS) from (no pain) to 10 (worst imaginable pain), number of
tender points, a careful exploration of the medications history, severity of
depressive symptoms assessed with the Hamilton Rating Scale for Depression
(HDRS) (Hamilton, 1960). Exclusion criteria were: a) neurologic illness; b)
psychotic or other serious psychiatric conditions; c) low cognitive performance; d)
pregnancy. Healthy subjects were matched (n = 30, all female, age 46.3 + 9.3
years) and selected through an interview including a medical history. Exclusion
criteria were: a) past or current chronic physical or mental diseases; b) regular
medication intake; c) pregnancy; d) chronic pain. The study was approved by the
Insitutional Review Board and written informed consent was obtained from each

individual.

Measurement of serum BDNF concentration
Peripheral venous blood samples (10 ml) were collected in anticoagulant tubes
using vacuntainer system from all patients and controls between 10:00 — 12:00 AM

and kept at 4° C during no more than 2 hours. To minimize the source of platelets,
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we centrifuged the serum for 2000g for 15 minutes and stored it at — 18° C until
further analysis. Serum levels of BDNF were measured using enzyme
immunoassay — the commercial available BDNF immunoassay system kit
(Chemikine by Chemicon, Temecula, CA, USA). All samples and standards were

measured in duplicates and the coefficient of variation was less than 5%.

Statistical analysis

For comparisons of BDNF levels between the FM patients and control group two-
tailed Mann-Whitney U-test was used given the non-symmetric distribution of the
data. Fisher exact test was used to evaluate the frequency of BDNF values in
relation to the median of FM patients. The correlation analysis between BDNF
levels and demographic characteristics of patients were analyzed by means of
Spearman’s correlation coefficient. To compare the three groups according to
antidepressant treatment, a nonparametric Kruskal-Wallis analysis was used.
Significance for the results was set as p<0.05. The statistic package SPSS 15.0

was used.

Results

Thirty female patients with FM and thirty female healthy volunteers matched for

age were include (46.3 + 9.3 years for both groups). In the FM group, illness
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duration was 6.3 + 5.7 years, pain scores (0-10) were 8.1 £ 1.6, number of tender
points (maximum 18) was 16.6 + 2.3 and Hamilton-D score mean 30.4 + 9.1.
These results indicate that this group is severely ill both in terms of pain and
depressive symptoms.

As shown in Figure 1, serum BDNF concentration in FM patients were numerically
higher than the control group, close statistical significance (FM patients = 167.1 +
171.2 ng/ml and healthy controls = 113.8 + 149.6 ng/ml; p=0.056, Mann-Whitney
test).

In a secondary analysis, however, we observed that only 6 of 30 healthy controls
showed values higher than the median (15/15) of FM patients (129ng/ml) (p=
0.029, two-tailed Fisher exact test).

We found no significant correlation between serum BDNF levels and age (r=-0.07.
p=0.71), illness duration (r=-0.05. p=0.79), pain intensity by the VAS (r=-0.12.
p=0.50), number of tender points (r=-0.02. p=0.89) or HAM-D score (r=-0.14.
p=0.44).

In order to evaluate the role of antidepressants treatments, we stratified patients in
3 groups: 1) antidepressant-naive group (n=6); 2) FM patients receiving low or only
analgesic doses of ftricyclic antidepressants (< 50 mg — n=9); 3) patients with
antidepressants at therapeutic doses for depression (amitriptyline > 75 mg,
fluoxetine > 20 mg or equivalent — n=15). As shown in Figure 2, there were no
significant differences in BDNF levels between these three groups (group 1 =
130.4 + 106.2; group 2 = 146.6 + 137.9; group 3 = 194.0 + 210.3, p=0.81, Kruskal

Wallis test).
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Discussion

In the present study, serum BDNF levels were increased in FM patients as
compared to age- and gender matched healthy control. This findings are in line
with recent evidence in serum and CSD of FM patients (Laske et al., 2007;
Sarchielli et al., 2007). Serum BDNF levels were not correlated to the demographic
data or FM clinical features such as age, gender, time of diagnosis, pain scores,

number of tender points and levels of depressive symptoms.

Laske et al. (2007) were the first to investigate the concentration of BDNF serum of
41 patients with FM compared to a control group with 45 subjects. BDNF serum
levels found in patients with FM (19.6 ng/ml) were significantly increased when
compared to the control group (16.8 ng/ml), but BDNF levels were independent of
age, gender, illness duration, preexisting recurrent major depression and treatment
with low doses of antidepressants. Sarchielli et al. (2007) measured BDNF levels in
cerebrospinal fluid in three groups of subjects: 20 patients with FM, 20 with chronic
migraine and 20 age-matched control subjects. BDNF values were significantly
increased in patients with FM (40.4 + 4.6 pg/mL), and in with chronic migraine
(39.4 + 6.7 pg/mL) when compared to controls (11.3 + 3.4 pg/mL). No correlation
was found between BDNF levels and pain intensity and number of tender points
examined in the migraine and FM groups. However, BDNF levels were significantly

correlated with the duration of chronic headache and the duration of chronic pain in
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both groups. Thus, in general, our data are in agreement with these recent findings

from the literature.

BDNF and depression

In this study we found the mean score of Hamilton-D scale of 30.4 £ 9.1 in patients
with FM, which indicates that this group is severely depressed, despite treatment
with antidepressants, with no significant correlation with serum BDNF levels.
Shimizu et al. (2003) in a first report showed that the serum BDNF levels in
patients with depressive symptoms without treatment were significantly lower in
relation to treated patients and the control group. Their results also indicated a
significant negative correlation between HAM-D scores and serum BDNF levels.
Low expression of BDNF levels are observed in cellular and molecular processes
contributing to the development of chronic depression and in animal subjected to
stress (Bremner et al., 2000; Duric and McCarson, 2006a; Duric and McCarson,
2006b; Karege et al., 2002; Sheline, 2000). Lower serum BDNF levels were also
associated with a reduction in striatal and hippocampal volume in patients with
major depression when compared to normal controls (Haynes et al., 2004; Tsai et
al., 2003a; Tsai et al., 2003b; Tsai, 2005a; Tsai and Liao, 2005b). In addition,
infusion of BDNF into the brain produced antidepressant effects in behavioral
models of depression (Shimizu et al., 2003). Studies in humans suggest that low
levels of serum BDNF in depression could be restored by the use of
antidepressants (Tsai, 2005a). Thus, it is interesting to note that the levels of

BDNF in our patients with FM were increased despite the high level of depressive
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symptoms and stress. Laske et al. (2007) compared FM patients with and without
major depression and found that BDNF levels were not significantly different
between the two groups and the concentration of BDNF in patients with FM was

independent of the pre-existence of major depression.

BDNF and antidepressant treatments

Our results showed no relationship between the use of antidepressants and serum
BDNF levels. Similarly, no significant differences were found in the concentration of
BDNF in patients with FM in the groups with and without treatment with
antidepressants in low doses (laske et al., 2007). Nibuya et al. (1995) were the
first to show that chronic administration of various types of antidepressants,
including serotonin selective inhibitors, increased BDNF expression in the
hippocampus. The therapeutic effects of antidepressant drugs have been attributed
to increases in proliferation of neuronal progenitor cells through mechanisms
involving up-regulation of hippocampal BDNF levels (Duric and McCarson, 20063;
Duric and McCarson 2006b; Lee et al., 2002; Sairanen et al., 2005). Shimizu et al.
(2003), Chen et al. (2001a) and Chen et al. (2001b) also observed an increase in
serum BDNF concentrations of patients after antidepressant treatment.
Additionally, chronic administration of antidepressants regulated neurogenesis and
reverse the effects caused by stress on the hippocampus (Angelucci et al., 2004;
Duric and McCarson, 2006a; Duric and McCarson, 2006b; McCarson et al., 2006;
Piccinni et al., 2007; Tsai, 2005a). Thus, we can not totally exclude the hypothesis
that serum BDNF levels in some of our FM patients were not affected by chronic

use of antidepressants.
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BDNF and Pain

The expression of serum BDNF levels is known for its importance in synaptic
plasticity and its action as a neuromodulator in the dorsal horn of the spinal cord
has been proposed in various models of pain, including peripheral inflammation,
axotomia, nerve damage and neuropathic pain (Pezet et al., 2002a; Pezet et al.,
2002b; Zhao et al., 2005). In our study, serum BDNF levels in patients with FM was
unrelated to pain intensity and number of tender points. Laske et al. (2007)
hypothesized that BDNF levels may be related to many mechanisms of modulation
of pain involving the perception of pain and its association with emotional
phenomena. The authors suggest that the increase in serum BDNF in the group of
patients with FM have involvement in the pathophysiology of pain in FM.

As Sarchielli et al. (2007) found significantly higher levels of BDNF in a
cerebrospinal fluid of a group of patients with migraine and a group with FM, and a
significant correlation with the duration of chronic pain, their interpretation is that
chronic pain conditions can induce anatomical, neurochemical and functional
changes of the sensory nervous system. However, they found correlation of BDNF

levels with pain scores or intensity of pain.

A positive characteristic of the current study was a strictly matched control group in
regard to age and gender. However, the existence of higher levels of depression,
as well as the variability in pharmacological treatments, in particular

antidepressants, are some limitations that should be mentioned. Thus, stratification
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of the data, as in the case of antidepressant use, significantly reduces statistical

power.

In summary, we have confirmed previous findings of higher serum BDNF in FM,
suggesting that BDNF is involved in the pathophysiology of abnormal pain
syndromes. This suggests that the mechanisms related to pain are more relevant
for BDNF levels than depression and stress, and that depression is possible in a
scenario of high BDNF levels. However, the precise role of BDNF in the
pathophysiology of FM and its connections with depression and use of

antidepressants should be further investigated.
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Legend to Figures

Figure 1 — Serum BDNF levels in patients with Fibromyalgia (167.1 = 171.2 ng/ml) and control
group (113.8 £ 149.6 ng/ml; p=0.056 Mann Whitney test). In the control group only (6/30) showed
higher values than the median (15/15) levels of FM patients (129 ng/ml) (p=0.029, two-tailed Fisher
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Figure 2 — The group of patients with Fibromyalgia was stratified in 3 groups: 1) antidepressant-free
group (n=6) (no ADP); 2) FM patients receiving analgesic doses of tricyclic antidepressants (< 50
mg/day, n=9) (low ADP); 3) patients with antidepressant doses (n=15) (high ADP). There were no
significant differences in BDNF levels between the three groups (BDNF group 1 = 130.4 + 106.2;

group 2 = 146.6 + 137.9; group 3 = 194.0 + 210.3, p=0.81, Kruskal Wallis test) ...................... 41
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Figure 1 — Serum BDNF levels in patients with Fibromyalgia (167.1 + 171.2 ng/ml) and control
group (113.8 £ 149.6 ng/ml; p=0.056 Mann Whitney test). In the control group only (6/30) showed
higher values to the median (15/15) levels of FM patients (129 ng/ml) (p=0.029, two-tailed Fisher

exact test).
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naive group (n=6) (no ADP); 2) FM patients receiveing analgesic doses of tricyclic antidepressants
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(< 50 mg/day, n=9) (low ADP); 3) patients with antidepressant doses (n=15) (high ADP). There
were no significant differences in BDNF levels between the three groups (BDNF group 1 = 130.4 +

106.2; group 2 = 146.6 + 137.9; group 3 = 194.0 + 210.3, p=0.81, Kruskal Wallis test).

CONSIDERAGOES FINAIS

O presente estudo teve como proposta a investigacdo dos niveis séricos do
BDNF em 30 pacientes com fibromialgia e 30 individuos saudaveis como grupo
controle. Encontramos um aumento nos niveis de BDNF nas pacientes com
fibromialgia em comparagdo com o grupo controle. As caracteristicas positivas do
estudo compreendem um grupo homogéneo de pacientes com FM pareados por
sexo e idade e uma amostra com um numero razoavel de pacientes. Entretanto, a
existéncia de niveis elevados de depressdo, bem como a variabilidade e a
presenga de varios tratamentos farmacologicos, particularmente de
antidepressivos, sao limitagcdes que devem ser levados em conta. O presente
tamanho da amostra ndo nos permitiu maiores estratificacbes sem perder poder
estatistico.

N&o houve correlagao estatistica significativa dos niveis de BDNF com os
dados demograficos e os padrdes clinicos da FM relacionados a idade, sexo, ao
tempo de diagndstico, ao escore da escala de dor, ao numero de pontos dolorosos
e aos niveis elevados de depressdo. Laske et al. (2007) foram os primeiros a
investigar a concentragdo do BDNF no soro de 41 pacientes com FM comparados
ao um grupo controle com 45 individuos. Os niveis encontrados nos pacientes
com FM (19.6 ng/ml) estavam significativamente aumentados quando comparados

ao grupo controle (16,8 ng/ml), porém sem relacdo dos valores do BDNF
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relacionados a idade, sexo, duracdo da doencga, pré-existéncia de depressao
maior e ao tratamento com baixas doses de antidepressivos.

Sarchielli et al. (2007) mensuraram os niveis do BDNF no liquor de trés
grupos de 20 individuos com 1) FM primaria, 2) enxaqueca e 3) grupo controle. Os
valores do BDNF estavam significativamente elevados nos pacientes com FM
(40.4 £ 4.6), assim como nos com enxaqueca (39.4 £ 6.7), quando comparados ao
controle (11.3 + 3.4). Nao foram encontradas diferengas estatisticas dos niveis do
BDNF quando relacionadas a intensidade da dor, ao limiar da dor e ao numero
dos pontos dolorosos examinados nos grupo com enxaqueca e FM. Entretanto, os
valores dos niveis do BDNF foram significativamente correlacionados com o
tempo do diagndstico e a presencga da dor cronica em ambos os grupos. Portanto,
de modo geral, nossos dados estdo de acordo com esses achados recentes da
literatura, e em conjunto, vao contra a nossa hipotese inicial de redugao de BDNF
em pacientes com FM

Apesar da DM estar associada a baixos niveis de BDNF, € interessante
notar que os niveis de BDNF nos nossos pacientes com FM estavam aumentados
apesar do elevado grau de sintomas depressivos e do presumivel grau de
estresse desses pacientes.

Nossos resultados ndo apontaram uma relagéo entre o uso de antidepressivos e
os niveis do BDNF. Da mesma forma, ndo foram encontrados diferencas
significativas da concentracdo do BDNF em pacientes com FM nos grupos com e

sem tratamento com antidepressivos em baixas doses (Laske, et al., 2007).
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CONCLUSOES

O aumento dos niveis séricos do BDNF em pacientes com FM encontrados no
nosso estudo comparados a um grupo controle corroboram os achados de dois
estudos recentes que identificaram aumento dos niveis do BDNF em pacientes
com FM. Esse fato sugere que o estimulo doloroso € mais forte estimulador do
BDNF do que a inibigdo da expressdo do BDNF na depresséo.

Os antidepressivos tém acao analgésica e emocional nesses pacientes, apesar de
se saber que promovem aumento de BDNF, o que é um paradoxo tendo em conta
os niveis aumentados de BDNF na FM. Outro fato contraditorio € de que esses
pacientes apresentam estados depressivos graves apesar de altos niveis séricos e
liquéricos de BDNF. O aumento da expressdao do BDNF pelo uso crénico de
antidepressivo pode sobrepor os niveis do BDNF em pacientes com FM em
funcao do constante quadro algico. No entanto, ndo sabemos sobre os niveis de
BDNF no cérebro desses pacientes. Esses paradoxos sé poderao ser entendidos

com mais estudos na area.
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