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RESUMO

O presente estudo investigou o possivel efeito do tratamento central ou sistémico com os
mediadores lipidicos de resolugdo da inflamagdo, Resolvina D1 (RvD1), RvD1 ativada pela
aspirina (AT-RvD1) e Resolvina D2 (RvD2) sobre mudangas comportamentais e neuroquimicas
em um model de fibromialgia induzido por reserpina em camundongos. A administragdo aguda de
AT-RvD1 e RvD2 produziu um efeito inibitorio significativo sobre a alodinia mecénica e a
hipersensibilizagdo térmica nos animais tratados com reserpina, sendo que nenhum efeito foi
observado quando os animais foram tratados com RvD1. A administracdo aguda de pregabalina,
farmaco de referéncia para o tratamento da fibromialgia, apresentou um efeito antinociceptivo
similar aquele observado para AT-RvD1 e RvD2. Interessante, a administracdo repetida e
sisttmica de AT-RvD1 e RvD2 também preveniu o comportamento depressivo nos animais que
receberam reserpina, de acordo com a avaliagdo do tempo de imobilidade, enquanto que a
administracao cronica de pregabalina ndo apresentou efeito sobre esse parametro. A inducdo de
fibromialgia pela reserpina produziu uma reducdo marcante dos niveis de dopamina e serotonina
(5-HT), quando avaliados no cérebro total, medula espinhal, cértex e tAlamo. A reserpina também
promoveu uma reducgdo nos niveis de glutamato no cérebro total e, um aumento significativo na
medula espinhal e no tdlamo. O tratamento crénico com RvD2 preveniu a reducdo de 5-HT no
cérebro total e, reverteu o aumento do glutamato no cérebro total e medula espinhal. Por outro
lado, AT-RvD1 restaurou os niveis de dopamina no cortex e de 5-HT no talamo, ao mesmo tempo
em que, reduziu os niveis de glutamato no cérebro. Em relacdo a pregabalina, ela preveniu a
reducdo de dopamina no cérebro total e inibiu 0 aumento do glutamato no cérebro e na medula
espinhal dos animais tratados com reserpina. Nossos resultados fornecem novas evidéncias quanto
aos efeitos da AT-RvDL1 e, principalmente RvD2 na reducdo da dor e, ainda, da depresséo, no
modelo de fibromialgia induzida por em camundongos.
Palavras-chave: resolvinas da série D; fibromialgia; reserpina; neurotransmissores; pregabalina;

camundongos.



ABSTRACT

This study investigated whether the spinal or systemic treatment with the lipid
resolution mediators resolvin D1 (RvD1), aspirin-triggered resolvin D1 (AT-RvD1) and
resolvin D2 (RvD2) might interfere with behavioral and neurochemical changes in the mouse
fibromyalgia-like model induced by reserpine. Acute administration of AT-RvD1 and RvD2
produced a significant inhibition of mechanical allodynia and thermal sensitization in
reserpine-treated mice, whereas RvD1 was devoid of effects. A similar antinociceptive effect
was obtained by acutely treating animals with the reference drug pregabalin. Noteworthy, the
repeated administration of AT-RvD1 and RvD?2 also prevented the depressive-like behavior in
reserpine-treated animals, according to assessment of immobility time, although the chronic
administration of pregabalin failed to affect this parameter. The induction of fibromyalgia by
reserpine triggered a marked decrease of dopamine and serotonin (5-HT) levels, as examined
in total brain, spinal cord, cortex and thalamus. Reserpine also elicited a reduction of
glutamate levels in total brain, and a significant increase in the spinal cord and thalamus.
Chronic treatment with RvD2 prevented 5-HT reduction in total brain, and reversed the
glutamate increases in total brain and spinal cord. Otherwise, AT-RvD1 led to a recovery of
dopamine levels in cortex, and 5-HT in thalamus, whilst it diminished brain glutamate
contents. Concerning pregabalin, this drug prevented dopamine reduction in total brain, and
inhibited glutamate increase in brain and spinal cord of reserpine-treated animals. Our data
provide novel evidence, showing the ability of D-series resolvins AT-RvD1, and mainly
RvD2, in reducing painful and depressive symptoms allied to fibromyalgia in mice.

Keywords: D-series resolvins; fibromyalgia; reserpine; neurotransmitters; pregabalin; mice.
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1 INTRODUCAO

1.1 FIBROMIALGIA

A fibromialgia (FM), conhecida também como uma sindrome, € uma doenca de
etiologia desconhecida, que apresenta alteragdes neuroendocrinas e neuroquimicas,
caracterizada por uma elevada percep¢do dolorosa em pontos anatémicos especificos e
associada com sintomas de fadiga, distarbios do sono e cognitivos (1, 2). A sensibilidade a
dor na FM apresenta um perfil heterogéneo, com sintomas autonémicos e
neuropsiquiatricos, sendo que o0 sintoma cardinal apresenta-se como dor
musculoesquelética generalizada e cronica persistente por mais de trés meses (3). A
fisiopatologia da FM ainda ndo estd bem estabelecida; porém, acredita-se que haja um
funcionamento anormal, ao nivel do sistema nervoso central (SNC), no processamento da
dor (4).

Poucos medicamentos sao atualmente aprovados pela Food and Drug
Administration (FDA) para o alivio da dor na fibromialgia, uma vez que ndo existe
tratamento definitivo para a mesma (5). No entanto, mesmo esses farmacos, tém efeitos
limitados, uma vez que ndo contemplam todos os sintomas associados a sindrome da
fibromialgia (6). Sendo assim, a investigacdo de substancias que possam melhorar o

desfecho clinico da doenca é de grande relevancia.

1.1.1 Epidemiologia

Estudos epidemiologicos mostram que a doenca esta distribuida em paises de todo
0 mundo, com taxas de prevaléncia semelhantes, que variam entre 0,5 — 5% na populagéo
geral (1, 7, 8). A determinacédo da prevaléncia da FM em diferentes populacdes também é
concordante ao relatar que as caracteristicas da doenca estdo presentes principalmente em
pacientes com idade média (35-60 anos) e, que a partir desta faixa etaria minima ocorre um
aumento proporcional da taxa de prevaléncia, de acordo com o avanco da idade (1, 9, 10);
no entanto, € observado um declinio na taxa de prevaléncia antes de alcancar a oitava
década de idade (11, 12). Sendo assim, individuos jovens e idosos estdo entre 0s que

comumente apresentam menor nimero de casos de FM (11, 13).
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Embora nos altimos anos as publicac6es referindo o tema “fibromyalgia” no banco
de dados do NCBI (PUBMED) tenham aumentado consideravelmente (Fig. 1), poucos
estudos epidemioldgicos sobre estimativa da prevaléncia da FM fornecendo um panorama
mundial tém sido publicados. Entre os primeiros estudos epidemiol6gicos, o estudo

realizado por Wolfe e col. (1995) nos EUA est4 entre os principais, onde a estimativa

obtida foi de 2% de prevaléncia na populagéo geral (10).

— NCBI Resources ¥ HowTo Sign in to NCBI
Publfed oo PubMed fibromyalgia [ search |
U Navonal Library of Mediche =
NaHional IstRusss of Heam JRSS Savesearch Advanced Help
Show additional filters Display Settings: (%] Summary, 20 per page, Sorted by Recently Added Send to: ]  Filters: Manage Filters
Article types w
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Text availability Saraceni MM, Venci JV, Gandhi MA.
Abstract available J Pharm Pract. 2013 Dec 31. [Epub ahead of print] Results by year -
Free full text available PMID: 24381243 [PubMed - as supplied by publisher]
Full text available Related chationg
PubMed Classification and Clinical Diagnosis of Fibromyalgia Syndrome: Recommendations of Recent
COH:WOHS 2. Evidence-Based Interdisciplinary Guidelinas < Selected 2012 - 802 items
Reader comments Fitzcharles MA. ShirY, Ablin JN, Buskila D, Amital H. Henningsen P, Hauser W. Downioad CSV
o Evid Based Complement Alternat Med. 2013;2013:528352. Epub 2013 Nov 28. Review.

s;‘gfam” PIID: 24379885 [PubMed - as supplied by publisher]  Free Article
5 years Related ctations Related searches =

/' P . . fibromyalgia syndrome
;DLléffr:]Sraﬂ . Effectivensss of Group Acceptance and Commitment Therapy for Fibromyalgia: A 6-month Y ) giasy .

e 3. Randomised Controlled Trial (EFFIGACT study) therapy fibromyalgia
Species Luciano JV, Guallar JA, Aguado J. Lépez-Del-Hoyo Y, Olivan B, Magallén R, Alda M, Serrano- fibromyalgia review
Humans B|3I1ED A, Gill M, Garcia-CﬁarﬁﬂpayU:Jh." - . o pain fibromyalgia
Other Animals Pain. 2013 Dec 27. pit S0304-395%(13)006%2-1. doi: 10.1016/].pain.2013.12.029. [Epub ahead of print] .
PMID: 24378820 [PubMed - s supplied by publisher] treatment fibromyalgia
Search fields Related citations
Choose .. -
Metal-induced inflammation triggers fibromyalgia in metal-allergic patients PMC Images search for fibromyalgia

Clear all 4. [No authors listed]

Figura 1: Representa a pesquisa realizada na base de dados do Pubmed, mostrando o

aumento no niimero de publicagdes sobre o tema “Fibromialgia”.

Recentemente, Rezende e col. (2013) publicaram dados preliminares do estudo
epidemioldgico da Fibromialgia no Brasil — projeto EpiFibro, que teve inicio no ano de
2010 —, que se trata de um banco de dados brasileiro que inclui nove estados do Brasil
(14). Santos e col. (2010) estimaram uma prevaléncia de 5,5% em individuos residentes na
cidade de S@o Paulo-SP/Brasil, sendo que todos os individuos diagnosticados para a
doenga eram do sexo feminino (15). Similarmente, outro estudo realizado no estado de
Séo Paulo demonstrou resultados semelhantes na prevaléncia de FM, cuja amostra que foi
obtida era restrita aos sistemas publicos de salude e a uma populacdo de baixo nivel
socioeconbémico (13). Nesse estudo, dos 768 individuos participantes, 4,4% foram

diagnosticados com FM, sendo todos do sexo feminino.
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Paises como Franca, Alemanha, Italia, Portugal e Espanha foram introduzidos no
estudo de Branco e col. (2010) para a estimativa da prevaléncia da FM (12). Foram
utilizadas amostras nacionais probabilisticas e representativas de individuos da populacao
geral (n = 4517) e de pacientes clinicos de reumatologia (n = 1125), acima de 15 anos de
idade. Corroborando as estatisticas determinadas em diferentes estudos (9, 16), a relacao
de casos positivos para FM entre sexos (mulheres:thomens) foi 2,0:1 e 5,2:1;
respectivamente, em ambas amostras desse estudo. Além disso, a prevaléncia de pacientes
com FM foi de 14% nas clinicas de reumatologia e, 2,9% na populacdo geral. Porém, a
propor¢édo de casos diagnosticados de FM foi diferente entre os paises analisados, de 6 —
25% na clinica e 1,4 — 3,7% na populacgéo.

Héuser e col. (2009) realizaram uma pesquisa com uma amostra representativa de
258 regibes da Alemanha e reportaram uma taxa de prevaléncia de FM de 3,8% e,
diferentemente de diversos outros estudos, em Varios paises, esse relatou a presenca da
doenga em uma proporcdo semelhante para ambos os sexos 3,6% (homens) e 3,7%
(mulheres) (17).

Visto que a faixa de variacdo na prevaléncia de FM é relativamente grande, dada a
comparacéo entre estudos de diferentes regides, os resultados obtidos a partir de pesquisas
epidemioldgicas em populagBes isoladas ndo devem ser extrapolados para diferentes
estados e paises (11, 18). Diferencas nos critérios diagndsticos ou de classificacdo da FM,
diferencas metodoldgicas e selecdo de regides ou cidades, sdo pontos questionaveis
levantados por Branco e col. (12), ao que diz respeito as estimativas de prevaléncia da FM.

Fatores soOcio-demograficos observados em diferentes estudos apontam
unanimemente o sexo feminino como um fator de risco fortemente relacionado com a FM,
uma vez que a relacdo mulheres:homens apresenta-se significativamente maior (19, 20).
Héuser e col. (17) reportam que ndo houve diferencas na prevaléncia de FM quanto ao
sexo, diferentemente da maioria dos estudos relatados na literatura. A diferenca que foi
observada na prevaléncia da FM quanto ao género pode ter sido resultante de variacfes
metodoldgicas ou critérios diagnosticos.

A atencdo médica recebida por determinados grupos etarios e sociais é diferente e a
propensdo das mulheres em procurar assisténcia médica com maior frequéncia do que o0s
homens estéo entre os fatores sociodemogréaficos que influenciam a sele¢cdo da amostra (1).
Assumpcéo e col. (13) apontam que a atenuacdo das barreiras econémicas poderia diminuir

os vieses de selecdo e, inferem que tais obstdculos devem estar presentes em diversas
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cidades-alvo de estudos semelhantes. Outra caracteristica frequentemente relatada refere-se
ao aumento proporcional da taxa de prevaléncia de acordo com o aumento da idade, com
subsequente declinio (9, 11). Hauser e col. (17) observaram que a idade avancada, baixo
nivel social e sindromes somatoformes foram preditivos significantes na presenca de FM.
Embora muitos estudos tenham tentado encontrar influéncias de outras variaveis
socio-demograficas para relaciona-las com a FM, ainda ndo existem evidéncias para que as

mesmas estejam implicadas nas causas da doenca (12, 21).

1.1.2 Diagnostico

O diagnoéstico da fibromialgia, desde a ultima década do século XX até
recentemente, era determinado de acordo com os critérios de classificacdo estabelecidos
pelo American College of Rheumatology (ACR). Ao exame clinico, a doenca era
caracterizada quando existissem dores musculoesqueléticas generalizadas cronicas
presentes em pelo menos 11 ou mais de 18 pontos situados em cada um dos 4 quadrantes
do corpo (3). Em 2010, Woolfe e col. (22) publicaram um estudo com critérios
diagnosticos preliminares, levando em consideragdo a mensuragdo dos sintomas associados
a sindrome de FM. O objetivo foi desenvolver critérios simples, de facil disponibilidade ao
uso em unidades de atencdo a salde, bem como criar uma escala de severidade dos
sintomas (Symptom Severity - SS). A pesquisa foi conduzida em duas fases; a primeira
avaliou o indice de extensdo da dor (widespread pain index — WPI) e, a segunda avaliou se
um questionario com um conjunto de varidveis e que seria capaz de contemplar a
categorizagdo da FM da mesma forma que a primeira fase (22).

Os indices WPI (correlacionado com a contagem dos tender points) e a escala SS
(indice que melhor reproduziu a identificacdo dos pacientes de acordo com o critério ACR
e que apresenta 6 variaveis relacionadas: distarbios do sono, sono ndo revigorante, fadiga,
sintomas somaticos, cognitivos e humor), foram os que melhor definiam a FM. Esses
novos critérios desenvolvidos foram aprovados provisoriamente pelo ACR de forma a
ampliar o espectro diagnostico de certas realidades envolvidas na FM, como o
reconhecimento de sintomas somaticos e cognitivos, por exemplo (22).

A nova classificacdo pode ser contemplada por um nivel elevado de sintomas,
mesmo que a pontuacdo de WPI ao exame fisico ndo seja suficiente, o que sugere

discordancia com a antiga classificacdo. Dessa forma, os critérios diagnosticos para FM
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sdo satisfeitos se coexistirem as trés seguintes condi¢cdes: WPI>7 e SS>5, ou WPI3-6e
SS > 9; sintomas similares por pelo menos 3 meses e auséncia de outra doenca que poderia
explicar a causa da dor (22).

Em 2011, Wolfe e colaboradores (23) publicaram a correcdo dos critérios
diagndsticos para a FM previamente publicados no ano anterior; nesta versdo atualizada foi
extinguido o critério de uso dos tender points, e portanto, sem a necessidade de um
examinador. Sendo assim, o0 critério passou a utilizar somente a escala SS e a levar em
conta as dores reportadas pelos proprios pacientes, self report pain (23).

Existem outros métodos utilizados para diagnosticar a FM; entre o0s mais
comumente aplicados estdo: o London Fibromyalgia Epidemiological Study Screening
Questionnaire (LFESSQ) — uma ferramenta diagndstica que inclui dor e fadiga como
parametros que designam a FM — e o “Critério de Manchester” que utiliza um diagrama
para determinar as areas de dor indicadas pelos pacientes e, assim, estabelecer o
diagnostico (24, 25). Porém, o método diagndstico mais completo e utilizado para
confirmar triagens de identificacdo de individuos com FM na populacdo é aquele
determinado pelos critérios de classificacdo do ACR de 1990, 2010 e 2011 (23), uma vez
que 0 mesmo contempla a ampla gama de sintomas associados e com um nivel de grande

confiabilidade.

1.1.3 Sintomas

O perfil heterogéneo de sintomas apresentados por individuo com FM é
principalmente marcado pelo sintoma cardinal que se apresenta como dor
musculoesquelética generalizada e crbnica (26).

Além dos sintomas predominantes de dores, a FM estd associada a uma escala
categorica de sintomas caracteristicos da doenga como alteracGes cognitivas e somaticas,
fadiga diaria, ansiedade, alteracdes no sono, disfuncdo sexual e episddios depressivos (22),
estes como a comorbidade psiquiatrica associada mais frequente, com prevaléncia entre 20
— 80% (27, 28). E ainda, aléem da sintomatologia relacionada, a FM pode coexistir com
outras condigcbes patologicas, tais como desordens temporomandibulares, sindrome do
intestino irritavel, cistite intersticial, sindrome da fadiga cronica (29-32).

O prejuizo do desempenho e funcionamento das atividades diarias de individuos

com FM aparecem, principalmente, como consequéncia da fadiga. Uma vez que o0s
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sintomas estdo presentes coletivamente, sendo raros 0s casos que se apresentam de forma
isolada, esses prejuizos funcionais podem ser decorrentes de uma combinagdo
sintomatologica (29). Na pratica clinica, a sindrome da FM é considerada quando alem do
sintoma “central” de dor multifocal, existe a combina¢ao de diversas alteragdes somaticas
(33, 34). As variaveis diagnésticas mais importantes, determinadas apds a reavaliacdo dos
critérios do ACR, alem dos WPI, foram as escalas categéricas de sintomas cognitivos, sono
“nao-revigorante” fadiga e sintomas somaticos (23).

Tendo em vista as indmeras alteracbes que podem estar presentes
concomitantemente em um individuo que apresenta a sindrome de fibromialgia, os
sintomas causam um prejuizo fisico significante, reduzindo a qualidade de vida (35, 36).

Essa ampla diversidade de sintomas e divergéncia nos aspectos patologicos
relacionados as diferentes comorbidades que podem estar presentes em individuos com FM
dificultam o entendimento da origem etiol6gica da doenca, uma vez que 0S mecanismos

fisiopatoldgicos envolvidos no processamento da dor na FM ainda ndo foram elucidados.

1.1.4 Fisiopatologia

A fisiopatologia da FM ainda ndo esta bem estabelecida; porém, acredita-se que
haja um funcionamento anormal, ao nivel do sistema nervoso central (SNC), no
processamento da dor. Existem fortes evidéncias de que os sintomas cardinais da FM
podem ser resultantes de alteracdes dos inputs sensoriais, juntamente com deficiéncias na
inibicdo enddgena da dor (37). O(s) mecanismo(s) envolvido(s) parece(m) atuar nos
sistemas inibitorios enddgenos da dor, onde os estimulos periféricos nociceptivos, além de
caracteristicas neuropaticas com sintomas, encontram-se aumentados, qualificando as
sensacOes dolorosas como hiperpatia, hiperalgesia e alodinia (38).

Pacientes com FM mostram uma sensibilidade aumentada a uma variedade de
estimulos, como calor e frio e pressdo mecanica. Nesses pacientes, tais estimulos
produzem resposta dolorosa quando aplicados em niveis de intensidade que, hormalmente,
ndo evocam dor em individuos saudaveis (37, 39), sendo este fendbmeno denominado de
alodinia.

A fisiopatologia da FM envolve vérias anormalidades presentes como indicadores
da presenca de maltiplos fatores e mecanismos envolvidos na patogénese; fatores como:

predisposicdo genética, varidveis psicossociais e estressores ambientais, aminas
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biogénicas, neurotransmissores, horménios do eixo hipotdlamo-hipéfise-adrenal, estresse
oxidativo e mecanismos de modulagcdo da dor de sensibilizacdo central e funcdes
autondémicas na FM (37, 40).

A modulacdo anormal do cértex cerebral parece ser um elemento comum entre
diferentes tipos de dor cronica, ao invés de representar um elemento especifico para a FM,
embora o padrdo de mudanga na modulacdo do SNC possa depender da etiologia da dor
(41).

Nos ultimos anos, muitos autores tém relatado a sensibilizacdo central como o
mecanismo envolvido na génese da dor (42). Existe um problema sensorial ou com a
amplificacdo da dor, ao invés de uma condigdo inflamatdria ou estrutural na regido
anatdmica onde o individuo esta percebendo a dor (38).

Alguns estudos observaram a atividade cerebral em resposta a estimulos dolorosos
em individuos com ou sem FM, através de exames de imagem (43, 44) e eletrofisiol6gicos
(41, 45) durante a aplicacdo de pressdo para gerar dor. Estes testes foram realizados para
determinar as vias nociceptivas envolvidas nesse processo e, desta forma, avaliar se as
respostas obtidas seriam diferentes para os individuos com FM comparadas aquelas obtidas
pelos individuos controles.

Jensen e col. (2009) através de seus experimentos, com a aplicacdo do método de
imagem de ressonancia magnética funcional (fMRI), observaram que além do aumento da
sensacdo de dor, os pacientes com FM apresentaram deficiéncia no mecanismo de inibicéo
descendente da dor (44). Esta deficiéncia estava combinada com uma diminuicdo na
ativagdo de regides implicadas na regulacdo central da dor como o cortex rostral cingulado
anterior e o anterior tronco encefélico.

Os resultados obtidos no estudo de Mhala e col. (41) sugerem que mudancas na
modulacdo intracortical, como alteracdes eletrofisioldgicas, estejam relacionadas com 0s
mecanismos fisiopatolégicos subjacentes a FM, apoiando a hipétese de que a FM esta
associada a alteragdes na excitabilidade cortical.

As mudangas na excitabilidade cortical motora, possivelmente envolvem
moduladores GABAérgicos e glutamatérgicos, em pacientes com FM. Dados reportados
por Mhala e col. (41) evidenciam alteracdes objetivas e quantificaveis do cérebro; porém,
ainda nao é possivel integra-los em um conceito fisiopatoldgico unificado, mesmo que

esses resultados ressaltem o papel de disfungbes do SNC na FM. O aumento em fMRI
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sugere que esses pacientes podem apresentar uma hipoexcitabilidade global do trato
corticospinal, que pode ser resultado de mecanismos espinhais ou supraespinhais.

Em resposta a estimulos nocivos, aminoacidos excitatorios séo liberados a partir de
uma grande variedade de neurdnios na medula espinhal. Os niveis de glutamato estdo
aumentados significantemente no CSF de pacientes com FM comparados com controles
(46). Os mecanismos de dor dependem de receptores N-metil-D-aspartato (NMDA) e de
receptores para substancia P (SP), localizados em neurdnios especificos para nocicepcao
no corno dorsal da medula espinhal. A substancia P € um neuropeptideo liberado por fibras
aferentes primarias ndo mielinizadas de pequeno didmetro, chamados nociceptores, quando
axonios sdo estimulados, em reposta a estimulos mecéanicos dolorosos (47). Os niveis de
SP sdo elevados no CSF de pacientes com FM, evidenciando um processamento espinhal
de entradas nociceptivas (48). Em contraste, niveis normais de SP sdo encontrados na
sindrome da fadiga crénica, demonstrando divergéncia quanto a patogenia da FM. Um alto
nivel de SP, portanto, parece ser um marcador biolégico na presenca de dor cronica, no
entanto, a elevacdo da SP néo é especifica para a FM (49).

A ativacdo de receptores NMDA por aminoacidos excitatorios nos neurénios e a
liberacdo central de SP, Peptideo Relacionado ao Gene da Calcitonina (CGRP) e fator de
Crescimento Neuronal (NGF) contribuem para alteragdes funcionais em neurdnios do
corno espinhal dorsal, que aumentam a transmissdo nociceptiva para o cérebro. As entradas
nociceptivas da medula espinhal para o cérebro produzem anormalidades funcionais nas
estruturas cerebrais que processam ou modulam a transmissao da dor (50, 51).

J& foram reportados niveis alterados de NGF e Fator de Crescimento Derivado do
Cérebro (BDNF) em pacientes com FM (46); ao contrario, a concentracdo de NGF no CSF
normalmente é baixa ou imensuravel em individuos saudaveis (52). Portanto, é possivel
gue a concentracdo de NGF esteja envolvida nos mecanismos responsaveis pela
hiperalgesia e alodinia (53).

A sintese de novo de NGF, uma neurotrofina, em tecidos inflamados, normalmente
é responsavel pela upregulation da sintese de SP durante condicGes de dor crénica. Estudos
em animais indicam que NGF estd envolvido no desenvolvimento da hiperalgesia
mecénica e alodinia (54, 55).

A associacdo entre a auséncia de dano tecidual periférico e a distribuicdo dos
pontos dolorosos sugere que a patologia subjacente a dor na FM esta localizada no SNC.

Mesmo que ndo exista um sitio evidente de inflamac&o nos locais dolorosos em pacientes
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com FM, o processo inflamatério associado ao dano tecidual € provocado, em grande
parte, pela liberacdo de SP no sitio de injdria(53), porém, a presenca de um mecanismo
inflamatdrio na fisiopatologia da FM néo foi descrita.

O aumento dos aferentes sensoriais pode caracterizar a FM, de maneira similar as
condicbes da dor neuropdtica (como sensibilizacdo central) (56). No entanto, o0s
mecanismos da dor neuropatica sdo mais bem conhecidos. Ao contrario, os mecanismos da
FM néo estdo definidos e, portanto, quando se discute sobre a fisiopatologia da dor na FM,
muitos pesquisadores referem-se a central augmentation of sensory input em vez de
sensibilizagdo central. Central augmentation of sensory input esta associada com o
aumento da sensibilidade a dor (57).

Estudos demonstram consistentemente que pacientes com FM apresentam
hipoperfusdo sanguinea nas areas caudadas e talamicas, que estdo envolvidas no
processamento central de sinais nocivos (58, 59).

A ideia de que possa haver alteracGes nas vias inibitorias descendentes da dor
também é considerada, onde existe um processamento anormal aos niveis espinhal e
supraespinal, incluindo um déficit no controle descendente (60). A transmissao de inputs
sensoriais para o cérebro € inibida pela ativacdo de fibras que descendem de sitios do
tronco encefalico para o corno dorsal, primariamente através da liberacdo de NT e, esta
associada as variagdes na dor e humor (noradrenalina — NA — e serotonina — 5-HT); assim,
o0 sistema inibitorio da dor é demonstrado por niveis diminuidos desses neurotransmissores
no SNC (37).

Os neurotransmissores 5-HT, dopamina (DA) e NA, caracterizados como
monoaminas biogénicas, sdo componentes que tém papel critico no processamento
sensorial e resposta ao estresse, sendo fundamentais nas vias inibitorias da dor (37). Baixas
concentracdes de DA, NA e 5-HT ja foram reportadas no CSF de pacientes com FM em
comparagdo com controles (61). Os pacientes com FM exibem um metabolismo anormal
de 5-HT e de seu precursor, o triptofano (62, 63); provavelmente, existe uma deficiéncia
nas vias descendentes da dor, uma vez que a 5-HT contribui para a ativacdo dessas vias
antinociceptivas descendentes, do cérebro para 0s cornos espinhais dorsais (64).

Os niveis do aminoéacido triptofano, precursor da 5-HT, e a interleucina-8 (IL-8),
citocina pro-inflamatdria, aparecem em concentracdes diferentes em pacientes com FM
guando comparados com controles O triptofano é encontrado em baixos niveis e,

evidéncias do aumento de IL-8 tém sido consistentemente demonstradas em pacientes com
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FM (65). Niveis de IL-6 também foram avaliados e, estes se encontraram em
concentragbes séricas normais (66, 67). Citocinas anti-inflamatdrias encontraram-se
diminuidas em pacientes com FM, indicando que baixos niveis destas citocinas protetivas
podem ser de risco para a FM (68).

A glia (microglia e astrocitos) da medula espinhal parece contribuir para a
sensibilidade anormal da dor através da liberacdo de varias substancias neuroativas, como
prostaglandinas, aminoacidos excitatorios, NGF e 6xido nitrico (NO) (69).

Embora ndo exista evidéncia direta, a ativacdo da microglia pode contribuir para a
fisiopatologia da FM (70, 71), pois sua ativacdo conduz a mudancgas no tdlamo, as quais
também parecem estar presentes em exames de imagem neurolégicos em pacientes com
FM (72, 73). A combinacdo da ativacdo da microglia as mudancas no tdlamo pode disparar
uma hipoexcitabilidade neuronal resultando em um processamento anormal de entrada
ascendente e com diminuicdo das vias descendentes inibitérias em FM com subsequente
desenvolvimento de dor cronica (74).

Como observado, os dados atuais sobre a patogénese da FM estdo ainda se
expandindo, no que diz respeito a moléculas e moduladores quimicos. Com avancgos e
melhora no entendimento da fisiopatologia da FM e doencas relacionadas pode ser
esperado que tratamentos mais eficazes sejam validados e tornem-se disponiveis. Para
tanto, € necessaria a execucdo de muitas pesquisas que visem desvendar 0s aspectos
fisiopatoldgicos de base da FM e, s entdo, sera possivel fazer uma abordagem terapéutica

que tenha abrangéncia de resolucdo de todos os sintomas apresentados na FM.

1.1.5 Tratamento farmacol6gico

Os sintomas da FM podem ser reduzidos por meio de abordagens terapéuticas
multidisciplinares combinadas como a préatica de exercicios aerébicos, terapia cognitivo-
comportamental e terapias farmacoldgicas (inibidores da recaptacdo da serotonina e
noradrenalina [duloxetina, milnacipran] e ligantes dos receptores alfa 2-delta das
subunidades dos canais de célcio [pregabalina]) (74).

Baseando-se na premissa de que a sensibilizacdo do SNC esta envolvida na
fisiopatologia e no processamento da dor na FM, ensaios clinicos randomizados foram
conduzidos a fim de avaliar a eficicia e a seguranca de medicamentos que interferem no

processamento da dor (75, 76).
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Uma revisdo realizada por Smith e col. (74) foca nas estratégicas farmacoldgicas
para o tratamento da FM, seja nos agentes aprovados ou ndo pela FDA.

As estratégias para a terapia farmacologica testam a hipdtese de que a FM pode
apresentar mecanismos que se sobrepdem aquelas comorbidades presentes nos pacientes
com a Sindrome de FM (77) e, se baseiam na evidéncia de os pacientes com FM
apresentam baixos niveis de aminas biogénicas no CSF e, a partir de estudos com agentes
farmacologicos que levavam ao aumento de 5-HT e NA (antidepressivos triciclicos,
duloxetina, milnacipran, tramadol) foi mostrado que estes agentes poderiam ser eficazes
para o tratamento da FM(78).

Outra estratégia farmacoldgica adotada, como o uso do farmaco pramipexole,
baseou-se na evidéncia de que existe uma desregulacdo na neurotransmissdao do sistema
dopaminérgico em pacientes com FM (79).

A maioria dos antidepressivos triciclicos eleva os niveis de 5-HT e NA através do
blogueio direto de sua recaptacdo na fenda sinéptica; estes transmissores se ligam a
multiplos receptores e, portanto, tém muitos efeitos adversos. Em geral, funcionam
moderadamente como agentes analgésicos na maioria dos estados de dor (74).

A pregabalina, analogo do &cido gama butirico (GABA), e os inibidores da
recaptacdo de 5-HT e NA, duloxetina (5) e milnacipran, sdo aprovados pela FDA para o
tratamento da FM (38).

Em 2005, Holman & Myers realizaram um estudo onde avaliaram os beneficios do
farmaco pramipexole sobre os sintomas da FM, uma vez que pode existir uma
desregulacdo na neurotransmissdo do sistema dopaminérgico em pacientes com FM.
Pramipexole é um agonista dopaminérgico e se mostrou eficaz na reducdo da dor e do sono
em pacientes com FM (79).

Geralmente, para determinacdo dos pros e contras associados ao uso de farmacos
como pregabalina, duloxetine, pramipexole e outros, sdo levados em consideragao
requisitos de avaliacdo para os beneficios dos mesmos, como reducgdo da dor, reducdo da
fadiga e depresséo e eventos adversos. Baseando-se nisso, a escolha do tratamento a ser
empregado para cada paciente pode atender a necessidades individuais, conforme o quadro
clinico associado a FM (38).

No entanto, nenhuma medicacdo foi capaz de controlar suficientemente todos 0s
sintomas da FM. Embora o FDA tenha concedido recentemente a aprovacdo para

pregabalina, duloxetina e milnacipran (38) para o alivio da dor na FM, ndo existe
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tratamento definitivo para a mesma (74, 80). No entanto, esses trés farmacos sdo aqueles
que apresentam maior eficacia em individuos com FM, quando comparados a outros
agentes farmacologicos, apesar da diferenca no modo de acéo entre ambos, (38, 81).
Porém, mesmo essas drogas, tém efeitos limitados, uma vez que elas nao
contemplam todos os sintomas associados & sindrome da FM (6). Sendo assim, a
investigacao de substancias que possam melhorar o desfecho clinico da doenca é de grande

relevancia.

1.2 MEDIADORES LIPIDICOS

1.2.1 Eicosanoides

Os eicosanoides fazem parte de uma ampla familia de mediadores lipidicos
derivados de acidos graxos poli-insaturados (AGPI) que contém em sua estrutura quimica
20 carbonos na cadeia principal e sdo chamados de &cidos eicosatetraenoicos (C20:4). O
precursor para a sintese dos AGPI omega-6 (n-6) é o &cido graxo essencial acido linoleico
(C18:2 n-6) e, em particular, o produto derivado desses AGPI n-6 é o acido araquid6nico
(AA), ou araquidonato, que serve como substrato para a producdo dos eicosanoides (82,
83). Por outro lado, o precursor para a sintese dos AGPI n-3 é o acido graxo essencial alfa-
linolénico (C18:3 n-3), cujos produtos derivados sdo: &cido eicosapentaenoico (EPA;
C20:5 n-3) e 4cido docosahexaenoico (DHA; C22:6 n-3) (83).

Essa familia de mediadores lipidicos é muito heterogénea, caracteristica que esta
relacionada tanto com a estrutura quimica, estabilidade, biossintese e espectro das
atividades bioldgicas as quais estdo envolvidas (84).

Eicosanoides é como se chamam os mediadores lipidicos enddgenos
biologicamente ativos, cuja ativacdo dos eicosanoides ocorre imediatamente a sua sintese,
a partir da conversdo enzimatica do AA, EPA ou DHA derivado dos fosfolipidios de
membrana, atuando como moléculas sinalizadoras que controlam diversos eventos
celulares (85). A ativacdo ocorre tanto em processos de dano celular, ou até mesmo em
processos metabolicos fisioldgicos (86), onde os fosfolipidios de membrana liberam o

lipidio de membrana que se encontra na face citoplasmatica da membrana que servira
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como substrato para a producdo de eicosanoides, incluindo leucotrienos e prostanoides
(87).

Mediadores lipidicos como os prostanoides prostaglandinas (PGs), prostaciclinas
(PCs) e tromboxanos (TXs), os leucotrienos (LTs), o acido hidroperoxieicosatetraenoico
(HPETE) e &cido hidroxieicosatetraenoico (HETE) e acido epoxieicosatrienoico (EET’s)
séo gerados por trés diferentes vias de oxidagdo dos AGPI: via das lipoxigenases, via das
ciclooxigenases e via das epoxigenases ou citocromo P450 (CYP450); onde cada uma sera
responsavel pela formacdo de metabdlitos ativos com funcGes especializadas e diferentes
mecanismos de agdo (82). Além disso, nos ultimos anos foi descoberta a existéncia de
outros mediadores lipidicos biologicamente ativos, adicionais a producdo dos mediadores
supracitados, que também sofrem acdo dessas enzimas oxidativas. Esses novos mediadores
também estdo envolvidos em eventos celulares, sdo as substancias formadas através da
interacdo de duas células e sobre acdo de duas enzimas, sdo as lipoxinas (LX), resolvinas
(Rv), protectinas (PD) e maresinas (Mar) (88-90).

1.2.2 Ciclooxigenase

A reacdo para a producédo dos eicosanoides a partir da via da ciclooxigenase (COX)
é catalisada pela enzima prostaglandina endoperéxido G/H sintetase (PGHS), mais
popularmente conhecida como enzima ciclooxigenase (COX) (91-93). Existem duas
isoformas da enzima COX/PGHS (-1 e -2) e ambas catalisam a mesma reacdo de
conversdo do AA ou EPA em PG. COX-1 é constitutivamente expressa nos tecidos, e
COX-2 é altamente induzivel e geralmente estd presente em baixos niveis nos tecidos, a
menos que sua producdo aumentada seja induzida por citocinas e/ou fatores de crescimento
(94).

A enzima COX esta localizada principalmente na membrana do reticulo
endoplasmatico (RE), embora também seja encontrada na membrana nuclear e em outros
locais citoplasmaticos (95, 96). Ela contém trés dominios e é bifuncional, pois apresenta
dois sitios cataliticos [sitio peroxidase (POX), o qual contém um grupo heme prostético,
essencial para sua atividade biologica e sitio ciclooxigenase (COX)] com localizagédo
distinta, porém dispostos estruturalmente de forma que ambos os sitios se mantenham
conectados (93, 94). A reagdo catalisada pelo sitio COX requer um dos trés AGPI e a

molécula de oxigénio (O2) como substratos, enquanto que a catalise realizada pelo sitio



24

POX requer um hidroperoxido e um “co-substrato”, que atuara como agente redutor (97).
E ainda, para a conversdo dos AGPI a PG também é necesséario que ocorra reacdes de
ciclizacdo (97, 98).

A primeira etapa da reacdo ira converter o AGPI a um intermediario endoperdxido
instavel, a PG-G, através da inser¢do de moléculas de O, e eventos de rearranjos estruturais
da cadeia. Na segunda etapa, a PG-G € reduzida pelas mesmas enzimas a outro
endoperoxido instavel, a PG-H. O endoperdxido PG-H é covertido a diversos membros das
PG por diferentes isomerases e oxidoredutases, 0s quais irdo exercer diversos efeitos
fisiologicos (93, 94, 98, 99).

Existem trés séries (série 1-3) de prostanoides derivados das reagdes de catalise dos
AGPI. As séries 1 e 3 sdo sintetizadas a partir de DGLA (acido dihomo-gama-linolénico),
um AGPI n-6, e EPA, respectivamente, enquanto a série 2 dos prostanoides sao
sintetizadas a partir do AA. A partir do AGPI utilizado como substrato, os endoperdxidos
intermediérios também terdo suas séries correspondentes : PG-G1, -2, -3 e PG-H1, -2 e -3
(100). Entre os integrantes da familia dos prostanoides, com atividade in vivo, estdo: TX-
A, as PG-D, -E, -F, e as PGI (101). As PG exercem suas acOes através da sua ligacdo a
receptores acoplados a proteina G (GPCR) (94).

Sabe-se pouco sobre as atividades dos mediadores derivados do AGPI DLGA, e sua
atividade ainda ndo estd bem esclarecida, uma vez que, existem descritos na literatura
efeitos divergentes no organismo para esses prostanoides (102, 103).

Os isdbmeros das PG atuam como mediadores lipidicos para manter a homeostase
corporal, em diversos processos fisiologicos e patoldgicos, como pirogénese (93),
nocicepcao (104), inflamacgdo (105), agregacdo plaquetéaria (106) ou inibicdo da mesma
(107), divisdao celular (108), vaso- e broncodilatacio (109, 110) ou vaso- e
broncoconstri¢do (111), entre outros.

Os diferentes tipos AGPI que dao origem aos prostanoides competem pela acdo das
mesmas enzimas (112). Em condi¢des normais, a proporcéo de consumo na dieta de AGPI
n-6 € maior que o de AGPI n-3; porém, quando EPA e DHA estdo presentes, eles sao
preferencialmente utilizados como substratos pelas enzimas COX e LOX, uma vez que sao
mais susceptiveis a peroxidacdo lipidica. Essa evidéncia sugere que existe um processo
enzimatico substrato-dependente, que desloca a via de formacdo do produto. As PG

formadas pelos AGPI n-3, que, de certa forma substituem aquelas PG que seriam formadas
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pelos AGPI n-6, pode explicar as a¢Ges antiinflamatorias e efeitos cardioprotetores da dieta
ricaem AGPI n-3 (113, 114).

Embora quimicamente estaveis, in vivo, a meia-vida das PG é muito curta, sendo de
segundos a minutos (93); exercem suas ac6es no mesmo local em que foram sintetizadas e
na vizinhanga préxima (acdo parécrina). E ainda, existem evidéncias substanciais de que
as PG estdo envolvidas na inducdo da liberagdo de citocinas e, consequente infiltracdo de
células inflamatorias até um local inflamado (115).

Como discutido anteriormente, as enzimas COX-1 e -2 séo fontes de producao de
PG. Em reacOes catalisadas por COX-1, as PG exercem fungdes como citoprotecdo
epitelial gastrica e homeostasia, enquanto que COX-2, que é induzida por estimulo
inflamatdrio, hormonios e fatores de crescimento, lipopolissacarideos (LPS) de bactérias, é
a maior fonte de PG em doencas inflamatdrias e doencas proliferativas como o cancer. No
entanto, ambas as enzimas contribuem para a liberacdo de PG durante a inflamagdo (91).
Em resumo, PG sustentam funcGes homeostaticas e medeiam mecanismos patogénicos,
incluindo a resposta inflamatéria (91).

E ainda, a biossintese da enzima COX-1 pode ser bloqueada preferencialmente por
farmacos antiinflamatérios néo esteroidais (AINES) (91, 116), enquanto a enzima COX-2
pode ser bloqueada por inibidores seletivos de COX-2 (COXIBs) (117-119), além dos
AINES (120). Estes farmacos suprimem varios sintomas associados a inflamacdo, e que
presumivelmente sdo mediados pela ac¢do das PG (115). Ademais a expressdo da COX-2 é

inibida por antiinflamatorios esteroidais, como a dexametasona (121).

1.2.3 Lipoxigenases

A via da lipoxigenase (LOX) utiliza mecanismos de oxidacdo do AA e EPA
similares aqueles observados na via da COX. Porém, ambas as enzimas empregam
diferentes estratégias para catalisar e ativar os substratos dos AGPI. Esses AG, liberados da
membrana celular pela acdo da enzima fosfolipase A2 (PL-A2), séo metabolizados pela
enzima LOX que produz um grupo de mediadores lipidicos (93).

As enzimas LOX sdo objeto de numerosos mecanismos regulatorios; nas celulas em
repouso, a enzima estd associada ao citoplasma ou nucleoplasma. Entretanto, apds a

ativacdo ela é translocada para a membrana nuclear de forma dependente de célcio. (122).
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Existem vérias isoformas de LOX em mamiferos que catalisam a inser¢do do O,
nos AGPI, nas posi¢Bes 5, 8, 12 ou 15, de acordo com o carbono em que € inserido o
atomo de O, onde o produto inicial de cada reacdo é o acido hidroperoxieicosatetraenoico
(5-, 12- ou 15-S-HPETE), o qual é reduzido ao acido hidroxieicosatetraendico (5-, 12-, ou
15-S-HETE) (101), LT, lipoxinas, hepoxilinas (123).

Na via mais comum, que envolve o AA como substrato para producdo dos
mediadores lipidicos, as enzimas 5-, 8- e 12-LOX tém caracteristicas pré-inflamatorias e
pré-carcinogénicas, enquanto a isoforma 15-LOX ¢ anti-inflamatoria e anti-carcinogénica
(124).

1.2.3.1 Enzima 5-Lipoxigenase

A enzima 5-LOX utiliza o AA como substrato para produzir mediadores
denominados leucotrienos (LT), os quais foram encontrados pela primeira vez em
leucdcitos, de onde derivou o seu nome (125). Essa enzima catalisa a peroxidacdo do AA,
transformando-o em 4acido 5S- hidroperoxieicosatetraenoico (5S-HPETE) e &cido 5S-
hidroxieicosatetraenoico (5S-HETE) (126); 5-LOX pode metabolizar o produto
hidroperéxido a um epdxido, formando os leucotrienos, especificamente o LT-A4 (125,
127, 128). Este processo requer a atividade de uma enzima FLAP (Five Lipoxygenase-
Activator Proteins), que ativa a enzima 5-LOX e promove a sua translocacdo para a
membrana nuclear (124).

Nessa via, 0 AA € convertido pela 5-LOX em LT-A4, e este, por sua vez, é
convertido enzimaticamente nos compostos bioativos como o LT-B4, o LT-C4, LT-D4 e
LT-E4 (129). Os LT bioativos LT-C4, LT-D4 e LT-E4 sdo denominados cisteinil LT (Cys-
LT), para distingui-los daqueles LT que ndo contém a cisteina — LT-B4 (125).

LTs atuam pela ligagdo a receptores especificos que estdo localizados na porcao
externa da membrana plasmatica de células estruturais e inflamatorias, estimulando
respostas celulares que sdo répidas e de curta duracdo. Suas a¢Ges sdo mediadas por
receptores acoplados a proteina G, BLT1 e -2 para LT-B4 e Cys-LT1 e -2 para Cys-LT’s
(128, 129). O receptor BLT1 se liga ao LTB4 com alta afinidade, e 0 BLT2 se liga ao
LTB4 e muitos outros LT com baixa afinidade; da mesma forma, os receptores Cys-LT1 e-

2 reconhecem Cys-LT com diferentes afinidades (130).
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A expressiéo da enzima 5-LOX nas células polimorfonucleares, em

monaocitos/macrofagos, em mastdcitos, linfocitos B, células dendriticas e células
espumosas do tecido aterosclerotico, permite que os produtos dessa via atuem como
mediadores inflamatorios causando quimiotaxia de fagocitos e aumento da permeabilidade
vascular (129).
Além disso, os LT apresentam outras acfes bioldgicas e tém sido reconhecidos como
fatores importantes em inimeros processos patolégicos: incluindo doencas alérgicas (como
asma, dermatite atdpica e encefalomielite alérgica), doencas inflamatorias locais e
sisttémicas (lesdo traumatica da medula espinhal, artrite reumatoide, psoriase e doengas
cardiovasculares) envelhecimento, cancer em diversos 6rgdos e desenvolvimento normal
do SNC (131-133). O acido 5S-HETE e LTB4 sdo pro-carcinogénicos e inibem a apoptose
de células tumorigénicas (134).

O EPA também serve como substrato para a enzima 5-LOX, dando origem a
produtos da série 5 de LT. Os eicosanoides produzidos a partir de EPA sdo biologicamente

menos ativos que aqueles derivados do AA (135).

1.2.3.2 Enzima 8-Lipoxigenase

A enzima 8-LOX, dentre as LOX, é a que recebe menor atencdo. Ela estd presente
em camundongos e apresenta grande homologia com a enzima 15-LOX de humanos,
embora seus produtos e atividades sejam distintos. A enzima 8-LOX produz o acido 8S-
HETE em camundongos ap6s a inducédo de irritacdo da epiderme (136). A expressdo desse
mediador ndo estd presente em condi¢des normais da epiderme, porém ap6s alguns
estimulos, a enzima 8-LOX é rapidamente liberada pelos queratindcitos atuando de forma
autocrina ou paracrina (137).

O éacido 8S-HETE tem papel importante na diferenciacdo de queratindcitos - induz
efeitos genotoxicos e contribui para a mutagénese de células tumorais. Quando presente
em niveis elevados, aumenta a incidéncia de tumores e, ainda, acelera o desenvolvimento
dos mesmos (137, 138).
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1.2.3.3 Enzima 12-Lipoxigenase

A enzima 12-LOX ¢é apresentada sob quatro isoformas: platelet-type 12S-LOX,
leukocyte-type 12S-LOX, epidermal-type 12S-LOX e 12R-LOX; sdo encontradas nas
plaquetas, eosindfilos, células endoteliais, queratindcitos, entre outras (139, 140).

A converséo do AA pela enzima 12S-LOX em &cido 12S-HPETE e, este, a acido
12-HETE, ocorre ap6s algum estimulo inflamatério, onde citocinas pro-inflamatdrias
rapidamente induzem a translocacdo da enzima 12S-LOX (141).

A conversdo de 12S-HPETE em 12S-HETE nos tecidos pode também contribuir
para 0 potencial invasor de tumores derivados de varios tipos de linhagens de células
tumorais, onde a habilidade de um tumor em gerar 12S-HETE esta correlacionada com o
seu potencial metastatico (142-144).

O 4cido 12S-HETE esta presente em condigdes patoldgicas de estresse oxidativo e
disfuncdo mitocondrial e é conhecido como um mediador pré-oxidante, anti-apoptotico e
capaz de causar citotoxicidade (145). Além disso, tem acédo sobre as células da musculatura
lisa, com atividade de vasoconstricdo (146) e envolvimento em doencas vasculares (147).
Ainda, exercem acdo sobre as células das ilhotas pancreéticas, afetando a producdo de
insulina e, consequentemente causando hiperglicemia (148).

Existe também a enzima 12R-LOX, que por sua vez produz o estereocisomero 12R-
HETE. No entanto, essa enzima e seu substrato sdo menos estudados que as outras
isoformas das enzimas LOX; essa enzima foi encontrada pela primeira vez em pele
humana. Alguns dados indicam que 12R-HETE promove a proliferacdo de células da

linhagem tumoral do cancer de co6lon (124).

1.2.3.4 Enzima 15-Lipoxigenase

Existem duas isoformas da enzima 15-LOX, 15-LOX-1 (reticulocyte/leukocyte-
type) e -2 (epidermal-type); caracterizadas pela diferenca de suas distribui¢es nos tecidos
e pelo substrato (149). O substrato preferido para a 15-LOX-1 é o &cido linoleico e para a -
2 € 0 AA; a primeira converte 0 cido linoleico a 4cido 13S-hidroperoxioctadecadienoico
(13S-HPODE) e este a acido 13S- hidroxioctadecadienoico (13S-HODE), mas também

pode utilizar o AA como substrato e o converter a 15S-HPETE e ainda, em pequenas
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quantidades a 12S-HPETE. A segunda converte quase que exclusivamente o AA em 15S-
HPETE, e este pela acdo de uma peroxidase é transformado a 15S-HETE (124) ou, entéo,
pela acdo de uma epoxigenase, forma as lipoxinas a partir de LTA4 liberado por células
vizinhas (149, 150).

Os é&cidos 13S-HODE e 15S-HETE sé&o conhecidos por atuarem como mediadores
pro-apoptoticos, anticarcinogénicos e imunomoduladores; porém, diferentes padrdes de
expressao sugerem que eles tenham papéis biologicos distintos, sinérgicos e/ou
antagbnicos sobre diferentes tipos celulares (149, 151). Eles também exibem efeitos
distintos sobre variados tipos de células tumorais (152). O complexo arranjo dos produtos
originados pela atividade catalitica das enzimas 15-LOX sdo tecido-especificos e com
acOes pro- e anti-inflamatorias. Estdo envolvidas tanto na promocao, como na resolucao da
inflamacéo (153).

As enzimas 12-LOX leukocyte-type e 15-LOX -1 formam produtos similares de um
substrato comum e por isso, muitas vezes séo descritas como 12/15-LOX (153).

A expressao da enzima 15-LOX-1 contribui para a resolucdo da inflamacéo e para a
diferenciacdo terminal de células normais. Promove eventos anticarcinogénicos, incluindo
diferenciacdo e apoptose, inibe a inflamac&o cronica, angiogénese e metastase (154). Essa
isoforma é expressa pela maioria dos tecidos normais e estd presente em baixas
concentracbes em varios tipos de carcinomas humanos, indicando um perfil
anticarcinogénico (155).

O produto 13S-HODE da via 15-LOX-1 restaura a apoptose em células de céancer,
processo este que aparece diminuido e é critico para os eventos de carcinogénese (156,
157). O aumento nos niveis de 13S-HODE em cultura de glioma demonstrou um papel
pré-apoptético para 15-LOX-1 (158). Além disso, enzima 15-LOX-1 esta envolvida no
processo de oxidacdo da lipoproteina de baixa densidade (LDL), evento que é responsavel
por iniciar a aterosclerose (159).

Seguindo 0 mesmo padréo de expressao da enzima 15-LOX-1 quanto ao processo
carcinogénico, a expressao da isoforma da 15-LOX-2 perde seu poder de expressao nos
tecidos tumorais, enquanto esta presente nos tumores benignos, assim como nos tecidos
normais (123). Alguns estudos sugerem que a enzima funciona como um regulador
negativo de alguns tipos de células tumorais (160, 161).

A enzimal5-LOX-2 e seus produtos, 15S-HETE e 12S-HETE tém mostrado induzir

a proliferagdo e migracdo em células endoteliais (124); um apresenta efeito oposto ao outro
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no processo inflamatdrio e angiogénese, onde 15S-HPETE tem atividade angiostatica e
15S-HETE é pro6-angiogénico (162).

Existe um balanco dindamico na atividade das LOX, sendo que interacfes
antagbnicas podem ocorrer entre 5- e 15-LOX e, entre 12- e 15-LOX, em varios modelos
experimentais. Essas interagcdes envolvem efeitos diretos dos produtos de 15-LOX-1(13-S-
HODE) e -2 e (15-HETE) sobre 5- e/ou 12-LOX ou seus respectivos produtos (124).

1.2.3.5 Biossintese transcelular de produtos derivados da interacéo entre LOX

A andlise da interacdo entre as enzimas 5-LOX e 15-LOX e seus produtos
permitiram a descoberta das lipoxinas (LX), as quais foram inicialmente isoladas de
leucocitos. O nome “lipoxina” foi dado visto que sua sintese ocorre através da interagdo
entre lipoxigenases (lipoxigenase interaction products) (163).

As LX sdo mediadores lipidicos formados pela oxidacdo enzimatica direta dos PL
de membrana, através de um envolvimento entre metabolismo transcelular (interacédo
célula-célula) do AA em um sitio de inflamacdo, normalmente no endotélio vascular, onde
ocorre interacdo leucdcitos-plaquetas e/ou interacdo leucécitos-células endoteliais e, s6
entdo, a conversdo do AA a LX (163). Essa interacdo exige o envolvimento de pelo menos
duas LOX (164).

O produto 15S-HETE é um intermediario-chave na formacao das lipoxinas, as quais
requerem a acdo sequencial das enzimas 15-LOX e 5-LOX ou de 5-LOX e 12-LOX, esta
ultima observada em menor proporc¢do.. As lipoxinas derivadas do &cido 15S-HETE, pela
enzima 15-LOX, ou mesmo pelas enzimas 5-LOX de neutrdfilos ou platelet-12-LOX, s&o
denominadas de lipoxina A4 (LX-A4) e seu isdbmero posicional -B4 (LX-B4) (163, 165).

Na dupla lipoxigenacao pela enzima 15-LOX que ocorre sobre a molécula do AA, o
produto 15S-HETE formado, é rapidamente convertido pela enzima 5-LOX de neutrofilos
a LX. Esse evento, consequentemente, reduz a taxa de sintese de LT (106). Por outro lado,
a dupla oxigenacdo que ocorre no AA pela enzima 5-LOX forma o LT-A4, o qual sera
liberado da célula, leva a formacdo de LX-A4 pela enzima-12-LOX de células aderentes
adjacentes (166, 167).

As LX sdo rapidamente geradas para atuar de forma autdcrina e/ou parécrina e
sofrem rapida inativacdo metabodlica (168). As acles anti-inflamatorias das LX s&o

mediadas através da sua ligacdo de alta afinidade a seus receptores ALX/FPR2, que séo
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acoplados a proteina G. No entanto, este receptor ndo apresenta especificidade a LX,
apresentando diversos agonistas, incluindo lipideos e peptideos com diferentes afinidades,
0 que leva a ativacgdo de diferentes vias de sinalizacéo (169, 170).

As LX sdo biossintetizadas in vivo nos sitios inflamatorios e, portanto, sdo potentes
mediadores anti-inflamatérios, além de mediadores pro-resolugdo da inflamacgéo, atuando
como imunomodulares e contra as a¢des pré-inflamatorias das PG e LT (169). As LX
atuam também limitando a quimiotaxia, adesdo e transmigracdo de neutrdfilos e séo
potentes quimioatratores de monaocitos, promovendo a captacdo dos corpos apoptoticos de
neutrdfilos por macrofagos (171, 172). Portanto, as LX sdo uma classe de mediadores
lipidicos que atuam no controle e programacdo da resposta inflamatéria inata aguda e na
sua resolucdo (173).

Além das LX, existem outros mediadores lipidicos especializados que estdo
envolvidos também no papel duplo de resposta antiinflamatéria e pré-resolucdo da
inflamacdo de forma similar as LX. Esses mediadores sdao denominados resolvinas (Rv —
resolution phase interaction products) e protectinas (PD) e foram identificados pela
primeira vez em exudatos inflamatérios em fase de resolucdo (174, 175). Ambas as
moléculas sdo sintetizadas dos AGPI n-3, EPA e DHA, pelas enzimas 5-, 12- e 15-LOX
(176).

As Rv sdo derivadas tanto do &cido DHA como do EPA, e conforme sua origem
elas podem pertencer a diferentes séries de Rv. As Rv sintetizadas a partir do DHA
pertencem a série D das Rv (RvD) e as sintetizadas a partir do EPA pertence a série E das
Rv (RVE); por outro lado, as protectinas também sdo derivadas do DHA (PD) (175).

Os membros bioativos das resolvinas e protectinas compreendem uma familia de
cinco séries quimicas de mediadores lipidicos, as quais compartilnam estruturas e
apresentam propriedades anti-inflamatorias complementares: 18R-Rv do EPA, 17R-AT-Rv
(aspirin-triggered- AT) do DHA, 17S-Rv do DHA (RvD1- RvD6), PD do DHA, e 17R-
AT-PD (177).

A sintese das RvD e PD envolve a via 15-LOX, enquanto a sintese das RVE
envolve a via 5-LOX - para a sintese de ambas pode haver envolvimento da enzima COX-
2 e aspirina (177, 178).

Existem seis isdmeros das Rv da série D: RvD1, -2, -3, -4, -5 e -6, dos quais, 0S
biologicamente ativos sdo RvD1-4 (179). Derivadas também do DHA, as protectinas

apresentam apenas uma isoforma biologicamente ativa, a PD1, que pode ser chamada de
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neuroPD1, visto a sua atividade de neuroprotecdo quando produzida em tecidos neurais
(175, 179).

As RvD sdo sintetizadas envolvendo oxigenacOes sequenciais de DHA pelas
enzimas 15-LOX das células endoteliais, sequida da acdo da enzima 5-LOX de neutrofilos,
formando 17S-hidroxi-RvD (RvD1-6). No entanto, as PD sdo sintetizadas por células
mononucleares pela conversio de DHA em um mediador contendo componente
docosatrieno (DT) pela acédo sequencial de 15-LOX e 5-LOX a intermediarios epoxidos, 0s
quais sofrem acdo enzimatica para formar esse componente trieno, dando origem as PD
(180). As PD sao distinguidas das RvD justamente pela presenca deste conjugado trieno de
dupla ligacdo e por sua potente bioatividade tecido-especifica (181).

Existem dois isdmeros das Rv da série E: RvVEL1 e RvE2. Na presenca da enzima
COX-2 em células endoteliais, ocorre a converséio de EPA em &cido 18R-
hidroxieicosapentanoico (18R-HEPE), o qual é liberado para os leucdcitos adjacentes para
a subsequente conversédo pela enzima 5-LOX em RvE1 ou -2 (174, 181, 182).

Os receptores para a ligacdo desses mediadores sdo ligante-especificos e acoplados
a proteina G, sendo que os receptores para RvD, RVE e NPD sdo chamados ResoDR-1,
ResoER-1 e NPDR, respectivamente (177).

Ambas, RvD1 e -2 e RVE, sdo potentes reguladoras da infiltracdo de neutréfilos em
tecidos como cérebro e pele (175, 179); também estdo envolvidas na funcdo granulocitica e
clearance dos neutrofilos e reduzem a liberacdo de citocinas pro-inflamatdrias, aumentando
a fagocitose de corpos apoptoéticos pelos macréfagos. Assim, esses mediadores sdo
potentes reguladores da inflamagéo (183-185).

Assim como as LX, ao limitar a inflamacéo, as Rv antagonizam o receptor BTL1 e,
portanto, reduzem as a¢des dos LT (186).

A dieta rica em AGPI n-3 pode fornecer beneficios para manter a homeostase de
um organismo, através da producdo aumentada dos mediadores lipidicos derivados desses
AGPI, como as Rv e as PD, que podem promover efeitos anticarcinogénicos,
antiinflamatérios, imunomodulatdrios e citoprotetivos, especialmente no desenvolvimento

e funcdo neuronal (187).
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1.2.3.5.1 Ativacdo de mediadores lipidicos pela aspirina

A aspirina é o principal farmaco antiinflamatorio nao esteroidal (AINE) que, ao
entrar em contato com a enzima COX-2, a torna acetilada em um residuo de serina
proximo ao seu sitio ativo/catalitico, impedindo o acesso do AA e/ou DHA. A acetilacdo
da enzima COX-2 ndo a inativa completamente, como ocorre quando a COX-1 é acetilada.
A COX-2 acetilada realiza uma reacdo incompleta, convertendo o AA ou DHA em 15R-
HETE (configuracdo R) (188).

Essa inativacao parcial da COX-2 redireciona a transformacgdo do AA para a sintese
de 15R-HETE e posterior formacgdo de 15-epi-isdmeros (chamados de aspirin-triggered -
AT), diminuindo a sintese de PG (189). A formacdo destes mediadores ocorre através da
interacdo célula-célula, como neutréfilos e células endoteliais (190, 191).

Acredita-se que, em parte, os efeitos antiinflamatorios e antialgicos da aspirina sdo
mediados pela indugdo da formagdo desses compostos “aspirin-triggered”, além da
inibicdo da sintese de PG (192). Todos esses compostos AT sdo moléculas que apresentam
maior estabilidade, maior resisténcia a inativacdo metabolica e maior poténcia na
bioatividade antiinflamatéria, quando comparados com as moléculas nativas, aquelas nao
derivadas da reagdo catalisada pela enzima COX-2 acetilada (184). As aspirin-triggered
apresentam perfil antiinflamatorio e pré-resolucdo da inflamacéo.

Quando o AGPI é o AA, este é metabolizado pela enzima COX-2 acetilada, na
presenca de aspirina, e, em seguida, o produto 15R-HETE é metabolizado pela enzima 15-
LOX (153, 193), através da interacdo célula-célula é formado a 15R-epi-lipoxin (15-epi-
LX) (190), chamada lipoxina ativadas pela aspirina (ATL; aspirin-triggered lipoxin) (192,
194).

As ATL sédo analogos, isbmeros enddgenos, metabolicamente estaveis das LX-A4 e
-B4, cujas sinteses sdo iniciadas pela enzima COX-2 acetilada ao invés de 15-LOX. Estes
mediadores medeiam suas bioatividades via receptor ALX (190), e exercem potente
atividade anti-inflamatoria inibindo o recrutamento de neutrofilos nos sitios de inflamacéo,
a degranulacdo de neutrofilos e, a liberacdo de citocinas pro-inflamatorias, ao mesmo,
promovendo a quimiotaxia de mondcitos e macrofagos (195-197).

Outro AGPI precursor para a formacdo de mediadores aspirin-triggered é o AGPI
n-3 DHA. A catalise do DHA pela COX-2 acetilada gera primeiramente o intermediario

17R-HDHA, o qual ¢é sequencialmente oxigenado pela 5-LOX dando origem ao produto
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17-epi-resolvina D1 (17-epi-RvD1), também conhecido como aspirin-triggered resolvin
D1(AT-RvD1) (175).

Assim como RvD1 e ATL, as AT-RvD1 sdo potentes mediadores locais gerados
durante a fase de resolucdo da inflamacdo e exibem potente acdo antiinflamatéria e
imunomoduladora , inibindo a infiltracdo de neutréfilos e promovendo a quimiotaxia de
monacitos (175, 179).

1.2.1 Epoxigenase

A via da epoxigenase, também conhecida como via do citocromo P450 (CYP450),
forma os acidos epoxieicosatrienoicos (EETSs), 20-hidroxieicosatetraenoic (20-HETE)
(181) e ainda, pode produzir 12R-HETE (124). A enzima CYP450 metaboliza os AGPI
AA, EPA e DHA derivados dos PL de membrana (198).

Em humanos, ja foram estabelecidas 57 CYP450 funcionais com diferentes papéis
no metabolismo (199); diferentes reacbes (oxidativas, peroxidativas e redutoras) (200) e
diferentes substratos quimicos enddgenos, como esteroides, PG e AG, e xenobidticos
(201, 202).

O produto oxigenado resultante da metabolizacdo pela CYP é dependente da
isoforma envolvida na catélise (203). Como produtos da oxidacdo do AA pelas enzimas
CYP podem ser formadas quatro isoformas do acido EET (5,6-, 8,9-, 11,12- e 14,15-EET),
os quais funcionam como mediadores lipidicos (198, 204) que sdo rapidamente
hidrolisados pelas enzimas hidroxilases epdxido soliveis (SEH) em seus metabdlitos
correspondentes, 0s quais sdo biologicamente menos ativos (198, 205-207) ou podem
formar o acido 20-HETE, o qual esta altamente expresso no rim e atua como segundo
mensageiro de varios hormonios e fatores de crescimento (208).

O é&cido EET tem efeitos antiinflamatdrios na vasculatura e no rim, além de efeitos
antinociceptivos e protetores sobre o miocérdio e cérebro (206, 207). Os EET possuem
efeitos vasodilatores, pro-angiogénicos e anti-apoptoticos (198).

Os epoxidos derivados de EPA apo6s a acdo da CYP contam com 5 isémeros (5,6-,
8,9, 11,12-, 14,15-, e 17,18-EET), enquanto que epdxidos derivados de DHA contam com
6 isbmeros (4,5-, 7,8-, 10,11-, 13,14-, 16,17-, e 19,20-EDP) (204).

As implicagoes bioldgicas nas quais os metabolitos de EPA e DHA dependentes de

CYP estdo envolvidos parecem ter efeitos de protecdo vascular e cardioprotecdo (209).
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1.3 MEDIADORES PRO-RESOLUCAO DA INFLAMACAO EM ESTUDOS
EXPERIMENTAIS

A descoberta dos mediadores lipidicos pro-resolucdo € bastante recente; na ultima
década, estudos experimentais in vitro e in vivo vém tentando elucidar os mecanismos
celulares e moleculares dessas moléculas envolvidas com a inflamacéo e/ou resolucéo da
inflamacdo (210). Varios processos biologicos envolvendo tais mediadores ja foram
esclarecidos através desses modelos experimentais e, adicionalmente, esses mediadores
tém sido o foco da atencéo para inibicdo da dor consequente ao processo inflamatério.

Modelos animais induzindo diferentes tipos de patologias tem contribuido para
novos conhecimentos acerca das atividades exercidas pelos mediadores pré-resolucdoda
inflamacédo. Entre eles, podemos destacar: 1) modelo de pancreatite crénica, onde RvD1
foi capaz de reverter o comportamento nociceptivo, mas ndo o comportamento de
ansiedade nem a atividade locomotora e explorativa dos ratos (211); 2) modelo de declinio
cognitivo induzido por cirurgia, onde AT-RvD1 foi administrada sistemicamente de forma
profilatica apresentando atividade de protecdo contra neuroinflamacao, disfuncao sinaptica
e declinio cognitivo (212); 3) modelo de edema de pata induzido pela injecdo do agonista
des-Arg®-BK em animais pré-tratados com LPS, onde a administracdo intraperitoneal de
RVEL inibiu a expressdo dos receptores B; de cininas, além de prevenir a infiltracdo de
neutréfilos no sitio de inflamacgdo (213); 4) modelo de sepse, onde a RvD2 apresentou
potente papel imunomodulador de neutréfilos, controlando seu recrutamento ao sitio de
inflamacdo, diminuindo a sua interacdo com células endoteliais, modulando a expressao
do receptor para moléculas de adesdo (185).

Além dos estudos descritos acima, muitos outros, ndo menos importantes,
demonstram diferentes efeitos das resolvinas sobre modelos experimentais de diversas
doencas como diabetes (214), lesdo pulmonar aguda (215), inflamacdo das vias aéreas
(216), inflamacdo ocular (217), dermatite atopica (218), asma alérgica (219), entre outros.

Interessantemente, alguns estudos demonstraram que a administracdo de
mediadores lipidicos pré-resolucdo da inflamacdo contribui também para a reducdo da
nocicepcdo em modelos animais (220, 221). Além disso, os diferentes tipos de mediadores
da resolucéo da inflamacéo exercem suas agdes de formas distintas sobre diferentes tipos
de receptores, como ja demonstrado (220). Park e col. (2011) investigaram as ac¢Oes da

RvD1, -D2 e -E1 sobre os receptores de potencial transitorio (TRP). Os mediadores
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testados inibiram marcadamente o potencial doloroso exercido pelos receptores TRPV1 e
TRPAL. A atividade de inibi¢do do receptor TRPV1 foi demonstrada de forma bastante
eficaz apds a administracdo de RvD2. No entanto, a RvE1l mostrou menor eficacia e a
RvD1 ndo mostrou efeito, nem mesmo em altas concentracdes. Ao analisar os efeitos sobre
o potencial do receptor TRPA1, foi observado que RvD2 o inibiu com alta eficécia, a
RvD1 com eficacia moderada, enquanto, a RvE1 ndo exerceu nenhum efeito (220).

Pode-se dizer que os dados anteriormente descritos foram complementares aqueles
obtidos em um estudo que analisou o potencial inibitério da RvD1 sobre os receptores
TRPAL, TRPV3 TRPVA4. Tal estudo investigou o efeito da RvD1 sobre a nocicepgdo
induzida pela inflamacéo e demonstrou que os efeitos sensoriais gerados pela ativacdo dos
TRP foram inibidos pela RvD1, sugerindo potente atividade antinociceptiva para este
mediador lipidico (222).

Através da inducéo de colite inflamatéria em camundongos, Bento e col. (2011)
avaliaram a atividade de trés mediadores pro-resolucéo da inflamagao: 17S-hydroxy- DHA
(precursor da série D das resolvinas), RvD2 e AT-RvD1. Os dados mostraram efeitos anti-
inflamatorios sistémicos nesse modelo de colite, atribuidos aos mediadores testados. Os
autores sugerem que tais efeitos estdo associados com a diminui¢do do infiltrado de
neutréfilos, bem como, com a inibicdo da liberagdo de quimiocinas e citocinas proé-
inflamatorias, e da expressdio de moléculas de adesdo em neutréfilos (221).

Adicionalmente as contribuicfes dos modelos experimentais, estudos in vitro

agregam maior conhecimento acerca dos efeitos de tais mediadores (216, 223, 224).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a acdo de mediadores lipidicos derivados de acidos graxos poli-
insaturados em um modelo de fibromialgia em camundongos, utilizando testes

comportamentais de nocicepcao e depressao.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Investigar os efeitos analgésicos de mediadores lipidicos derivados de &cidos
graxos poli-insaturados sobre a alodinia mecanica em camundongos.

- Investigar o efeito inibitério de mediadores lipidicos derivados de acidos graxos
poli-insaturados no comportamento depressivo nos camundongos e na atividade
locomotora.

- Avaliar os efeitos dos tratamentos com os mediadores pro-resolucdo sobre a
expressao do marcador neuronal c-Fos.

- Avaliar os niveis de neurotransmissores centrais: serotonina, dopamina e

glutamato.
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Abstract

This study investigated whether the spinal or systemic treatment with the lipid
resolution mediators resolvin D1 (RvD1), aspirin-triggered resolvin D1 (AT-RvD1) and
resolvin D2 (RvD2) might interfere with behavioral and neurochemical changes in the
mouse fibromyalgia-like model induced by reserpine. Acute administration of AT-RvD1
and RvD2 produced a significant inhibition of mechanical allodynia and thermal
sensitization in reserpine-treated mice, whereas RvD1 was devoid of effects. A similar
antinociceptive effect was obtained by acutely treating animals with the reference drug
pregabalin. Noteworthy, the repeated administration of AT-RvD1 and RvD2 also
prevented the depressive-like behavior in reserpine-treated animals, according to
assessment of immobility time, although the chronic administration of pregabalin failed to
affect this parameter. The induction of fibromyalgia by reserpine triggered a marked
decrease of dopamine and serotonin (5-HT) levels, as examined in total brain, spinal cord,
cortex and thalamus. Reserpine also elicited a reduction of glutamate levels in total brain,
and a significant increase in the spinal cord and thalamus. Chronic treatment with RvD2
prevented 5-HT reduction in total brain, and reversed the glutamate increases in total brain
and spinal cord. Otherwise, AT-RvDL1 led to a recovery of dopamine levels in cortex, and
5-HT in thalamus, whilst it diminished brain glutamate contents. Concerning pregabalin,
this drug prevented dopamine reduction in total brain, and inhibited glutamate increase in
brain and spinal cord of reserpine-treated animals. Our data provide novel evidence,
showing the ability of D-series resolvins AT-RvD1, and mainly RvD2, in reducing painful
and depressive symptoms allied to fibromyalgia in mice.
Keywords: D-series resolvins; fibromyalgia; reserpine; neurotransmitters; pregabalin;

mice.
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1. Introduction

Fibromyalgia represents a frequent disorder mostly prevalent in women,
characterized by chronic musculoskeletal pain allied to a series of other clinical alterations
(Wolfe et al., 2010). The hallmark symptom is the chronic widespread pain, but the
patients also present fatigue, depression, cognitive dysfunctions and sleep disturbances
(Ceko et al., 2012; Wolfe et al., 2010). Of note, fibromyalgia has been associated to other
painful syndromes, in which the symptoms overlap, such as temporomandibular disorder
(Alonso-Blanco et al., 2012), irritable bowel syndrome (Feng et al., 2012), interstitial
cystitis (Nickel et al., 2010) or chronic fatigue syndrome (Staud, 2012). The treatment of
fibromyalgia is rather complex, involving both pharmacological and non-pharmacological
approaches. The therapy relies on the long-term use of antidepressants and/or
anticonvulsive agents, associated to regular physical exercise and cognitive behavior
therapy (Bateman et al., 2013; Carta et al., 2013; Mease et al., 2011). Nevertheless, the
available options display limited effects, being related to adverse reactions, compromising
the life quality of individuals. Thus, there is a current need for identifying novel
alternatives for the treatment of fibromyalgia, as well as to better characterize this
syndrome.

The mechanisms underlying fibromyalgia are not totally understood, although
clinical studies indicate abnormalities of nociception transmission, as the patients
experience reduced pain threshold with exaggerated pain sensation, likely dependent on
central sensitization (Gracely et al., 2002; Jensen et al., 2012; Petersel et al., 2011; Smith et
al., 2011; Staud, 2012). These sensorial alterations are linked to diminished levels of
monoamines, and increased production of excitatory neurotransmitters throughout brain
(Harris, 2010; Schmidt-Wilcke and Clauw, 2011). Furthermore, some studies point out the

relevance of inflammatory pathways in the pathogenesis of fibromyalgia, considering that
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cytokines are implicated in both induction and maintenance of pain (Kadetoff et al., 2012;
Uceyler et al., 2011; Uceyler et al., 2006).

Resolvins of E and D series represent a group of mediators widely implicated in the
resolution phase of inflammation, which are derived from the -3 polyunsaturated fatty
acids docosahexaenoic acid (DHA) and eicosapentaenoic acid (EPA), respectively (Bento
et al., 2011; Ji et al., 2011; Serhan and Chiang, 2013). Noteworthy, it has been recently
suggested that resolvins are able to modulate nociceptive transmission, supposedly by
preventing the production of pro-inflammatory cytokines, beyond the activation of
transient receptor potential (TRP) channels (Ji et al., 2011; Sisignano et al., 2013). As
could be expected on the basis of their potent anti-inflammatory effects, D-series resolvins,
namely resolvin D1 (RvD1), aspirin-triggered resolvin D1 (AT-RvD1) and resolvin D2
(RvD2) has been recently demonstrated to trigger marked analgesic actions in rodent
models of inflammatory nociception, including arthritis, pancreatitis and postoperative
pain (Abdelmoaty et al., 2013; Huang et al., 2011; Lima-Garcia et al., 2011; Park et al.,
2011; Quan-Xin et al., 2012; Xu et al., 2010). However, to our knowledge, there is no
previous report regarding the effects of these mediators in fibromyalgia.

The present study was aimed to examine whether the spinal or systemic
administration of DHA-derived resolvins might modulate painful and depression-like
alterations in a mouse model of fibromyalgia induced by reserpine administration in mice.
Our data provide novel evidence on the ability of AT-RvD1, and mainly RvD2, in
modulating fibromyalgia-related behavioral alterations and central neurotransmitter levels.
These results help to further understand the relevance of inflammation in fibromyalgia, and

open new avenues for the treatment of that disorder.
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2. Material and methods
2.1. Reagents

The following drugs and reagents were used: reserpine was purchased from Sigma
Aldrich Chemical Company (St. Louis MO, USA); DHA-derived mediators were
purchased from Cayman Chemical Company (Ann Arbor, USA); Pregabalin (Lyrica) was
obtained from Pfizer (UK). Resolvin D1 (RvD1), aspirin-triggered resolvin D1 (AT-RvD1)
and resolvin D2 (RvD2) were maintained at -80°C and diluted immediately before using in
phosphate-buffered solution (PBS) to the working dose. Reserpine was diluted
extemporaneously in 0.5% acetic acid (PA; V/V in distilled water). Pregabalin was diluted

just before experiments in sterile saline (NaCl 0.9%) solution.

2.2. Animals

Adult male Swiss mice weighing 25 — 30 g (obtained from the Central Animal
Facility of the Federal University of Pelotas, Brazil) were used for pharmacological,
behavioral and biochemical studies. Animals were housed under conditions of optimum
light, temperature and humidity (12 h light-dark cycle, 22 = 1°C, under 60 to 70%
humidity), with food and water provided ad libitum. All research procedures and care of
the animals were conducted in accordance with the National Institutes for Health (NIH)
guidelines and were approved by the Animal Care and Ethics Committees (protocol
number 12/00311) of Pontifical Catholic University of Rio Grande do Sul (PUCRYS),
Brazil. All efforts were made to minimize animal suffering, and to keep the number of
animals at the minimum to demonstrate consistent effects for the treatments. The number

of animals used in each experiment is indicated in the Legends to the Figures.
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2.3. Induction of fibromyalgia-like model in mice

Fibromyalgia-like model was accomplished according to the method described by
Nagakura et al. (2009) for rats, which was adapted for mice (de Souza et al.; 2014).
Briefly, amine depletion was induced by the administration of reserpine (0.25 mg/kg),
given by subcutaneous route (s.c.), once a day, during 3 consecutive days. Reserpine was
dissolved in a 5-% acetic acid solution in distilled water (V/V). Control groups received
vehicle, employing the same schedule of administration. The animals were subjected to the
behavioral tests on the 4™ day.

The dose and the time of treatments with reserpine were selected on the basis of
previous pilot experiments and on the study of Nagakura et al. (2009). This scheme of
treatment displayed behavioral changes in mice that were consistent with fibromyalgia

symptoms, without inducing marked alterations of motor coordination (data not shown).

2.4. Drugs treatment protocols

To verify the effects of DHA-derived mediators in the behavioral changes elicited
by reserpine, the animals were acutely treated with RvD1, AT-RvD1 or RvD2, given by
intravenous (i.v.) or intrathecal (i.t.) routes, dosed 30 min before the experimental sessions.
Pregabalin was used as a positive control drug. Negative control groups received saline
solution (NaCl 0.9 %, 10 mi/kg) at the same schemes of administration. Treatments were
given as follows: lipid mediators (300 ng/mice, i.v.; or 40-80 ng/site, in 5 ul, i.t.), or
pregabalin (20 mg/kg, i.v.; or 200 pg/site, in 5 ul, i.t.).

In a separate experimental set, we evaluated the effects of repeated administration
of DHA-derived mediators, given by i.v. route. For this purpose, different groups of mice
received the correspondent treatment: saline (10 mi/kg), pregabalin (20 mg/kg), RvD1,

AT-RvD1 or RvD2 (all 300 ng/mouse), during three consecutive days, 30 min after daily
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reserpine injection. At the 4™ day, mice also received the respective drug treatment, dosed
30 min before behavioral evaluation.

The i.t. injections were performed according to the method described by Quintao et
al. (2008) with some modifications. The needle (26 G1/2) was connected to a 10-pl
microsyringe and introduced through the skin; a volume of 5 pl of saline solution (control)
or containing resolvins or pregabalin was injected between the L5 and L6 vertebral spaces.
The i.v. injections were performed through the retro-orbital venous plexus. In both cases,
the animals were slightly anesthetized with isoflurane plus oxygen (3 % each).

The doses of resolvins or pregabalin were determined on the basis of previous
publications and pilot experiments (Bento et al., 2011; Huang et al., 2011; Wallin et al.,
2002). On the adopted schedules of treatment, none of the lipid mediators elicited any
effect per se (data not shown).

Immediately after the behavioral tests, mice were euthanized through isofluorane
inhalation, in order to perform biochemical and immunohistochemical assays, as described

in the next sections.

2.5. Behavioral tests
2.5.1. Mechanical allodynia

Mechanical allodynia thresholds were measured using the up-down paradigm,
originally described by Dixon (1980) and the method described by de Souza et al. (2013)
for mice. Following the appropriate protocols of treatment, mice were acclimatized during
30 min in individual clear plexiglass boxes on an elevated wire mesh platform to allow
access to the plantar surface of the hindpaws. Von Frey filaments of increasing stiffness
(0.02-10 g) were applied to the hindpaw plantar surface with a pressure high enough to

bend the filament. The absence of a paw lifting after 5 s led to using the next filament with
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increased weight, whereas paw lifting indicated a positive response and led to using the
next weaker filament. The stimulation continued for a total of 6 measurements, including
the one before the first paw-lifting response had been made, or until 4 consecutive positive
(assigned a score of 0.030) or 4 consecutive negative (assigned a score of 6.76) responses
occurred. The 50% mechanical paw withdrawal threshold response was then calculated
from the resulting scores as described previously by Chaplan et al. (1994), using the
following formula: threshold 50% = log of the last hair used — (K. mean); where K is the
constant based on Dixon Table, and mean refers to the mean difference (in log units)
between stimuli (for mice 0.44). The paw withdraw threshold was expressed in grams (g)
and was evaluated before (basal records) and at the 4™ day after induction of fibromyalgia.
A significant decrease in paw withdraw threshold compared to baseline values was

considered as mechanical allodynia.

2.5.2. Hot-plate

The hot plate test is used for determining the central antinociceptive effects of
drugs (Le Bars et al., 2001). Nociceptive behavior in response to thermal stimulus in the
hot-plate test was accomplished according the method described by Hunskaar et al. (1986),
with slightly modifications. The surface of the hot plate was heated to a constant
temperature of 50 + 0.1°C. Following appropriate treatments, mice were placed on the hot
plate apparatus (Ugo Basile, Italy), which consists of a metal plate surrounded by a clear
acrylic cage. The latency (s) to respond with hindpaw licking, hindpaw flick, or jump
(whichever came first) was measured. Trials were terminated if the animals did not

respond within 30 s to prevent any tissue damage.
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2.5.3. Forced swimming test

The methodology used was the same described by Maciel et al. (2013). The
experiments were carried out using a cylinder (18.5 cm diameter, 25 cm height) filled with
water to the height of 17 cm. Water was maintained at 23-25°C. Mice were placed into the
water and immobility was defined as absence of all movements except motions required
for keeping the mouse’s head above the water. The time during which mice remained

immobile was quantified in seconds during a period of 6 min.

2.6. Determination of neurotransmitters by LC-MS/MS

The variations of dopamine, 5-HT and glutamate levels in reserpine-induced
fibromyalgia were analyzed in brain and spinal cord samples according the method
described by Gonzalez et al. (2011), with minor modifications. In these experiments, the
total brain, the isolated thalamus and cortex, and the spinal cord were evaluated in animals
submitted to the repeated treatment with lipid mediators. The samples were stored at -80
°C until the moment of extraction. The samples were homogenized in a 10-fold volume of
formic acid (0.1 M) and centrifuged at 20,000 x g for 20 min at 4 °C. After, the supernatant
was filtered (0.22 pum filter) and injected into an equipment UHPLC 1290/MS 6460
TQQQ-Agilent (all HPLC components and MassHunter software are from Agilent
Technologies®). Chromatographic separations were performed using a Zorbax Eclipse
Plus C18 2.1 x 50 mm 1.8-pum column. The flow rate of methanol (eluent A): formic acid
0.05% with 1 mM of heptafluorobutyric acid (HFBA) (eluent B) mobile phase was 0.2
ml/min, with a column temperature of 30°C. A gradient was used, starting at 95 % of
eluent B constant for 0.5 min, and subsequently decreasing to 0 % in 3.5 min. Five
microliters of samples were injected into the UHPLC system. The monitored transitions

were: dopamine (154>137 and 154>91), serotonin (177>160) and glutamate (148>130 and
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148>84). The results were expressed as the percentages of variation (previously obtained
in nanograms/gram of tissue for dopamine and serotonin, and micrograms/gram of tissue

for glutamate) in relation to control saline/saline-treated group (considered as 100%).
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3. Results
3.1. Effects of acute treatment with AT-RvD1 or RvD2 on reserpine-related mechanical
allodynia

Initially, to assess the possible effects of @3-DHA-derived lipid mediators in spinal
or peripheral nociception processing in reserpine-treated mice, RvD1, AT-RvD1 or RvD2
were acutely administered i.t. or i.v., and the paw withdrawal threshold was measured by
using von Frey filaments. Our data demonstrated that s.c. injection of reserpine
significantly diminished the paw withdrawal threshold in relation to control mice (Fig. 1).
Acute treatment with RvD1 had no significant effect on mechanical allodynia induced by
reserpine, when dosed i.v. (300 ng/mouse; Fig. 1A) or i.t. (40 to 80 ng/site) (Fig. 1D).
Concerning AT-RvD1, this lipid failed to significantly affect the mechanical allodynia
allied to reserpine administration, when given by i.v. route (300 ng/mouse; Fig. 1B).
Otherwise, AT-RvD1 was able to significantly reverse this parameter when administered
I.t., at the dose of 80 ng/site, although it did not display any significant effect according to
assessment at the dose of 40 ng/site. Of note, the treatment with RvD2 produced a marked
inhibition of reserpine-induced mechanical allodynia, when administered by either i.v.
(300 ng/mouse; Fig. 1C) or i.t. (40 ng/site; Fig. 1F) pathways. The anti-allodynic effect of
RVD2 was comparable to that observed for the positive control drug pregabalin,

administered i.v. (20 mg/kg) or i.t. (200 pg/site) (Figure 1A to 1F).

3.2. Effectiveness of AT-RvD1 or RvD2 on reserpine-evoked thermal nociception

Next, we investigated whether resolution lipid mediators might interfere with
processing of thermal nociception by using the hot plate test. The administration of
reserpine resulted in a significant reduction of latency (s) to respond to heat stimulus in this

experimental model. As expected, the positive control drug pregabalin dosed by either i.v.
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(20 mg/kg) or i.t. (200 pg/site) routes significantly inhibited the thermal nociception
induced by reserpine (Fig. 2A to 2F). The systemic i.v. administration of AT-RvD1 or
RvD2 (both 300 ng/mouse) was able to widely prevent thermal nociception in reserpine-
treated mice (Fig. 2B and 2C, respectively), whereas the same i.v. dose RvD1 did not elicit
significant effects (Fig. 2A). Concerning the protocols of i.t. administration, RvD2 was
effective in reversing thermal nociception at the dose of 40 ng/site (Fig. 2F), although AT-
RvD1 displayed significant antinociceptive effects only at 80 ng/site (Fig. 2E).
Nonetheless, i.t. RvD1 (even at 80 ng/site) was devoid of significant effects in the hot-plate

test (Fig. 2D).

3.3. Assessment of lipid mediators in the forced swimming test

The repeated s.c. administration of reserpine resulted in a significant increase of
immobility time, in both the forced swimming test (Fig. 3) and the tail suspension model
(Suppl. Fig. 2). This alteration was accompanied by a significant reduction of general
locomotor activity in the open-field, considering the crossing or rearing counts (Suppl. Fig.
1). These parameters were not modified by pregabalin, dosed i.v. (20 mg/kg) or i.t. (200
pg/site). A partial reduction of immobility time in the forced swimming test was observed
following the i.t. injection of RvD1 (80 ng/site; Fig. 3D), AT-RvD1 (40 ng/site; Fig. 3E)
and RvD2 (40 ng/site; Fig. 3F), although no significant differences were achieved. For the
I.v. treatments, all the tested resolvins failed to affect the immobility times (Fig. 3A, 3B
and 3C). Noteworthy, the i.t. administration of RvD2 (40 ng/site) was able to partially
reverse reserpine-induced decrease of locomotor activity in the open-field test (Suppl. Fig.
11). Systemic (i.v.) or spinal (i.t.) treatments with @3-DHA-derived lipid mediators
evaluated in the present study did not elicit any unspecific central effect per se, as

evaluated in the open-field arena (data not shown).
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3.4. Effects of chronic treatment with w3-DHA-derived lipid mediators on reserpine-
induced fibromyalgia-like model

In another set of experiments, we verified the effects of chronic treatment with ©3-
DHA-derived lipid mediators on reserpine-related nociception and immobility behaviors.
As depicted in Fig. 4A, the repeated i.v. administration of AT-RvD1 and RvD2 (both 300
ng/mice), given daily, during 4 days, was able to significantly prevent the mechanical
allodyinia induced by reserpine, reaching an inhibition that was similar to that observed for
the positive control drug pregabalin (20 mg/kg, i.v.). Additionally, the treatment with AT-
RVD1 and RvD2 resulted in a marked inhibition of reserpine-induced thermal nociception
(Fig. 4B) or increased immobility time (Fig. 4C), according to evaluation in the hot-plate
and the forced swimming tests, respectively. Pregabalin also prevented thermal
nociception, whereas this drug failed to significantly affect the immobility time (Fig. 4B
and 4C). Concerning RvD1, the repeated administration of this lipid mediator (300
ng/mice) was not able to affect either the mechanical or the thermal nociception caused by
reserpine, although it visibly reduced the immobility time (Fig. 4A to 4C). The tested
resolvins also partially interfered with reserpine-induced diminishment of crossing and
rearing numbers in the open-field test, although statistical difference was not achieved (all
300 ng/mouse; Suppl. Fig. 3). Furthermore, none of the protocols of treatment tested in this
study displayed significant effects on spinal cord c-Fos expression (Suppl. Table 1 and

Suppl. Fig. 4).
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3.5. Modulation of central and spinal neurotransmitters after chronic administration of
RvD2 or AT-RVDL1 in reserpine-treated mice

In this experimental set, the effects of repeated i.v. administration of RvD2 and AT-
RvD1 (both 300 ng/mice), or pregabalin (20 mg/kg), were evaluated on the changes in the
levels of dopamine, 5-HT and glutamate in reserpine-treated mice. Data was calculated as
the percentage of variation in relation to saline-treated negative control group and is
summarized in Table 1.

Reserpine-evoked fibromyalgia-like behavior was allied to a significant reduction
of dopamine and 5-HT levels in all evaluated structures, including total brain, spinal cord,
cortex and thalamus, in comparison to saline-treated control mice. In addition, it was
possible to observe a significant diminishment of glutamate levels in the total brain and
cortex of reserpine-treated animals, while this mediator was found significantly increased
in the spinal cord and thalamus. The administration of RvD2 significantly prevented the
loss of 5-HT in total brain, and reversed the glutamate changes in total brain and spinal
cord. Concerning the treatment with AT-RvD1, this lipid mediator significantly restored
the levels of dopamine in cortex, and 5-HT in thalamus, whilst it significantly inhibited the
changes of glutamate contents in the total brain. Finally, pregabalin significantly prevented
losses of dopamine in the total brain and changed glutamate levels in the total brain and
spinal cord of reserpine-treated animals. However, the treatment with pregabalin was

associated to a further elevation of glutamate, according to evaluation of thalamus.
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4. Discussion

Fibromyalgia is a complex painful syndrome, accompanied by a series of
psychological and behavioral alterations, mostly affecting women, with prevalence rates
varying from 1.4 % to 4.4 %. This condition seriously compromises the life quality of
individuals, presenting great socioeconomic impacts (Busse et al., 2013). Moreover, the
treatment of fibromyalgia is commonly prolonged, and associated with poor outcomes
(Marcus et al.,, 2013). Therefore, additional research on the pathophysiology of
fibromyalgia represents a matter of current interest.

To gain further insights into the mechanisms implicated in fibromyalgia, a set of
experimental animal models have been developed during the last years (Desantana et al.,
2013). In 2009, Nagakura et al. (Brederson et al., 2011; Nagakura et al., 2009; Ogino et al.,
2013) validated a rat model of fibromyalgia, in which the animals are repeatedly treated
with reserpine in order to deplete the monoamine stores, mimicking a series of behavioral
and biochemical alterations allied to fibromyalgia (Brederson et al., 2011; Nagakura et al.,
2009; Ogino et al., 2013). In the present study, we employed this model adapted to mice, to
assess the potential effects of w3-derived resolvins of D series, in comparison to the
reference drug pregabalin.

The analgesic effectiveness of D-series resolvins has been investigated beforehand
in different rodent models of inflammatory pain (Ji et al., 2011; Sommer and Birklein,
2010). Herein, we clearly demonstrate that RvD2 greatly inhibited either the mechanical or
thermal nociception in the fibromyalgia-like model in reserpine-treated mice. Of note,
RvD2 displayed marked analgesic effects when administered by systemic (300 ng/mouse)
or epidural routes (40 ng/site), exhibiting a profile similar to that observed for the reference
drug pregabalin. However, the systemic i.v. administration of AT-RvD1 (300 ng/mouse)

failed to alter the mechanical allodynia in reserpine-treated mice, whereas it produced a
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significant inhibition of thermal sensitivity. Furthermore, only higher spinal doses of this
mediator (80 ng/site) displayed significant effects in mechanical and thermal nociception.
Concerning RvD1, this lipid molecule completely failed to modify the mechanical or
thermal sensitization in the fibromyalgia-like model induced by reserpine, independent on
the route of administration. Thus, we might propose that RvD2 is likely more effective
than AT-RvDL1 in preventing painful changes allied to fibromyalgia, whilst RvD1 is devoid
of effects. This proposition is in accordance with a previous study conducted by Park et al.
(2011), which indicated a superior analgesic effectiveness for RvD2, given by peripheral or
spinal routes of administration, in comparison to equivalent doses of RvD1 and RVEL,
indicating distinct mechanisms of action for the tested resolvins. In addition, our results are
somewhat in accordance with previous literature data showing beneficial analgesic effects
for AT-RvD1 in complete Freund’s adjuvant (CFA)-induced arthritis or in the carrageenan
inflammation model (Abdelmoaty et al., 2013; Bang et al., 2012; Lima-Garcia et al., 2011).
Otherwise, the present results are quite divergent from previous reports showing marked
analgesic effects for spinally-administrated RvD1 in rodent models of postoperative pain
and chronic pancreatitis, at a range of doses varying from 10 to 500 ng/site (Huang et al.,
2011; Quan-Xin et al., 2012). RvD1 was also found effective in preventing nociception
elicited by formalin, carrageenan or CFA, when dosed by different pathways of
administration (Bang et al., 2012; Xu et al., 2013). Nevertheless, the possible absence of
analgesic effects for RvD1 in reserpine-treated mice observed by us might well be related
to the puzzled mechanisms implicated in fibromyalgia.

In our study, we opted for using pregabalin as the positive control drug, considering
its therapeutic benefits and the reasonable side effects (Smith and Moore, 2012). Clinical
trials demonstrate that pregabalin monotherapy alleviated painful symptoms, sleep

alterations and fatigue in patients diagnosed with fibromyalgia (Malemud, 2009; Roth et
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al., 2013). However, pregabalin does not seem to display antidepressant effects per se in
fibromyalgia-affected individuals (Kim et al., 2013), although it has been described to
improve the effects of classical antidepressant drugs in affective disorders (Karaiskos et al.,
2013), and to reduce depression in mice submitted to chronic restraint stress (Valente et al.,
2012). In this study, we clearly demonstrate that reserpine-induced fibromyalgia in mice
was associated to a marked increase of immobility time, as verified in two distinct models
of depression-like behavior, namely forced swimming and tail suspension tests, confirming
and extending previous data provided by Nagakura et al. (2009). However, the increased
immobility time in reserpine-treated animals was not significantly modified by pregabalin,
or by any tested D-series resolvin, when these substances were administered acutely by i.v.
or i.t routes.

Analyzing our results in the light of literature data, it is tempting to suggest that
AT-RvD1, and mainly RvD2, might represent interesting alternatives for treating painful
complications related to fibromyalgia, with outcomes comparable to those seen for
pregabalin. Notwithstanding, the clinical chronic use of pregabalin has been correlated to
the occurrence of some adverse effects, including dizziness, somnolence and peripheral
edema (Malemud, 2009). On the other hand, on the basis of pre-clinical assays, resolvins
appear to be well-tolerated and devoid of side effects, what might be a clear advantage
from a translational point of view (Ji et al., 2011; Sommer and Birklein, 2010). To gain
further insights into this hypothesis, we carried out an additional set of experiments, by
testing the effects of repeated i.v. administration of D-series resolvins in the reserpine-
induced model of fibromyalgia. Our results revealed that both RvD2 and AT-RvD1
produced marked analgesic effects in either mechanical allodynia or thermal sensitivity,
similarly to that observed for pregabalin. Strikingly, the long-term administration of RvD2

and AT-RvD1 also reduced the immobility times in the forced swimming test, with a
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partial effect for RvD1, revealing additional benefits for these molecules in the control of
fibromyalgia-related symptoms, when compared to pregabalin. To our knowledge, there
are no previous studies dealing with the effects of resolvins in pre-clinical models of
depression. However, data obtained by us can be supported by literature data showing
antidepressant-like effects for prolonged diet supplementation with DHA in mice (Jiang et
al., 2012).

It was demonstrated that altered monoamine levels throughout the CNS of
reserpine-treated animals is the main responsible for the nociceptive changes observed in
this experimental fibromyalgia-like model (Nagakura et al., 2009). Furthermore,
compelling evidence indicates that DHA dietary led to a significant increase of dopamine,
5-HT and 5-hydroxyindoleacetic acid levels in isolated mouse hypothalamus (Jiang et al.,
2012). Therefore, we decided to evaluate to what extent the repeated systemic
administration of resolvins of D-series might alter monoamine and glutamate levels in
some brain regions and in the spinal cord of reserpine-treated mice. As expected and
extending previous results (Nagakura et al., 2009), fibromyalgia-like behavior elicited by
reserpine was accompanied by a marked decrease of dopamine and 5-HT levels in all
evaluated structures, including total brain, spinal cord, cortex and thalamus. The
administration of reserpine was also associated to low levels of glutamate in the total brain
and cortex, while this excitatory neurotransmitter was greatly augmented in the spinal cord
and thalamus. Remarkably, RvD2 administration prevented the loss of 5-HT in total brain,
and reversed glutamate changes in total brain and spinal cord. Moreover, AT-RvD1 was
able to restore the levels of dopamine in cortex, 5-HT in thalamus, and glutamate in total
brain. Additionally, the administration of pregabalin significantly prevented losses of
dopamine in the total brain, and inhibited the elevation of glutamate in the total brain and

spinal cord of reserpine-treated mice. The different modulatory effects obtained for the
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tested resolvins and for the positive control drug pregabalin might help to explain most
behavioral data obtained by us: (i) the marked analgesic effects observed for RvD2 can be
related to the reduction of glutamate production in the spinal cord and total brain; (ii) the
antidepressant-like effects of both RvD2 and AT-RvD1l can be secondary to the
modulation of 5-HT brain levels; (iii) the lack of antidepressant effects for pregabalin
might be linked to the absence of 5-HT modulation. We examined the activation of c-Fos
in the same protocol of chronic treatment with resolvins, but no significant differences
were observed among the experimental groups, reinforcing the notion that modulation of
neurotransmitters is the main feature of the model employed in this study.

Altogether, our results show, for the first time, that AT-RvD1, and mainly RvD2,
might represent further alternatives to control fibromyalgia-related symptoms, especially in
cases of poor clinical outcomes. Certainly, novel studies are required to better explore the
mechanisms implicated in the analgesic and antidepressant effects displayed by resolvins
of D-series in fibromyalgia, but it is possible to infer that regulation of specific TRP
channels might take part in this process, likely resulting in regulation of neurotransmitter
levels.
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Fig. 1. Anti-allodynic effects of w3-DHA-derived lipid mediators in the fibromyalgia-like model induced by
reserpine in mice. Effects of acute treatment with RvD1 (A and D), AT-RvD1 (B and E) or RvD2 (C and F)
dosed by intravenous (A-C) or intrathecal (D-F) routes on hindpaw withdrawal threshold (g) to tactile
stimulation. Pregabalin was used as a positive control drug. Mechanical hypersensitivity was assessed before
(baseline) and at the 4™ day after onset of reserpine administration (0.25 mg/kg, s.c., once a day for three
days). Each point represents the mean and the vertical lines indicate the standard error mean (SEM). **p <
0.01 compared to control saline/saline group indicating development of mechanical allodynia; “p < 0.05 and
"9 < 0.01 compared to reserpine/saline group. Statistical analysis was performed by one-way ANOVA
followed by Bonferroni’s post hoc test. (A) n =9 to 11 mice/group; (B) n =5 to 10 mice/group; (C) n =9 to
10 mice/group; (D) n = 4 to 8 mice/group; (E) n = 9 to 12 mice/group; (F) n = 16 to 20 mice/group.
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Fig. 2. Antinociceptive effects of @3-DHA-derived lipid mediators in reserpine-treated mice. Effects of acute
treatment with RvD1 (A and D), AT-RvD1 (B and E) or RvD2 (C and F) dosed by intravenous (A-C) or
intrathecal (D-F) routes on latency time (s) in response to thermal stimulation. Pregabalin was used as a
positive control drug. Thermal hyperalgesia was assessed in the hot-plate test, at the 4™ day after onset of
reserpine administration (0.25 mg/kg, s.c., once a day for three days), 30 min after administration of the
mediators. Each point represents the mean and the vertical lines indicate the standard error mean (SEM). *p <
0.05 and **p < 0.01 compared to control saline/saline group indicating development of thermal sensitivity; “p
< 0.05 and p < 0.01 compared to reserpine/saline group. Statistical analysis was performed by one-way
ANOVA followed by Bonferroni’s post hoc test. (A) n = 3 to 4 mice/group; (B) n = 3 to 6 mice/group; (C) n
=3 mice in each group; (D) n = 3 to 5 mice/group; (E) n = 4 to 7 mice/group; (F) n = 3 to 4 mice/group.
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Fig. 3. Effects of w3-DHA-derived lipid mediators on depressive behavior in reserpine-treated animals.
Effects of acute treatment with RvD1 (A and D), AT-RvD1 (B and E) or RvD2 (C and F) dosed by
intravenous (A-C) or intrathecal (D-F) routes in the forced swimming test. Immobility time (s) was assessed
4™ day after onset of reserpine administration (0.25 mg/kg, s.c., once a day for three days), 30 min after
administration of the mediators. Each point represents the mean and the vertical lines indicate the standard
error mean (SEM). *p < 0.05 and **p < 0.01 compared to control saline/saline group indicating development
of depressive behavior. Statistical analysis was performed by one-way ANOVA followed by Bonferroni’s
post hoc test. (A) n =9 to 11 mice/group; (B) n = 9 to 10 mice/group; (C) n = 9 to 12 mice/group; (D) n =5

to 9 mice/group; (E) n = 4 to 8 mice/group; (F) n = 7 to 12 mice/group.
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Fig. 4. Effects of chronic treatment with different w3-DHA-derived lipid mediators in the fibromyalgia-like
model induced by reserpine. Effects of RvD1, AT-RvD1 or RvD2 administered intravenously during 4 days
on behavioral tests in mice: (A) tactile response threshold assessed by von Frey hairs, (B) latency of thermal
hyperalgesia in the hot plate test, and (C) immobility time in the forced swimming test. Behavior tests were
assessed at 4" day after onset of reserpine administration (0.25 mg/kg, s.c., once a day for three days), 30 min
after the last administration of the mediators. Each point represents the mean and the vertical lines indicate
the standard error mean (SEM). *p < 0.05 and **p < 0.01 compared to control saline/saline group; “p < 0.05
and "p < 0.01 compared to reserpine/saline group. Statistical analysis was performed by one-way ANOVA
followed by Bonferroni’s post hoc test. (A) n = 4 to 20 mice/group; (B) n = 4 to 18 mice/group; (C) n =4 to

17 mice/group.
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Table 1. Effects of chronic intravenous administration of AT-RvD1 or RvD2 on the levels

of different neurotransmitters in mouse brain and spinal cord of reserpine-treated mice

Reserpine 0,25 mg/kg (once a day for 3 days)

Saline Resolvin D2 AT-Resolvin D1 Pregabalin
(% of variation) (% of variation) (% of variation) (% of variation)
Total Brain
5-HT -74,5 + (6,73)** - 65,27 + (1,56) * -71,19 + (0,52) -72,40 + (2,21)
Dopamine - 87,16 + (4,49)** - 86,86 + (2,50) -81,37 +(0,94)" - 78,20 + (6,62) ™
Glutamate - 77,63 + (7,09**  +16,81 + (4,67) -37,38 + (11,59) - 36,29 + (6,47)
Spinal Cord
5-HT - 68,63 + (5,93)** -75,79 + (1,80) 72,72 + (2,52) - 73,57 + (2,14)
Dopamine  -46,41+(9,23)**  -5877 +(10,31) -39,75 + (6,83) - 49,88 + (2,06)
Glutamate +3,84 +(496)*  -1589 +(11,24)" -5,81 + (7,51) -19,32 + (5,80) "
Cortex
5-HT - 55,17 + (0,90)** - 50,17 + (5,58) - 57,41 + (7,56) -61.20 + (1,95)
Dopamine - 61,47 + (4,39)**  -70,13 + (4,61)™ -51,32 + (3,78) ¥ - 65,75 + (0,57)
Glutamate - 11,92 + (4,48)** -19,85 + (3,65) -6,38 + (2,57) -17,50 + (3,62)
Thalamus
5-HT - 67,54 + (4,65)** -72,69 + (3,83) - 35,19 + (10,38) - 69,63 + (5,91)
Dopamine ND ND ND ND
Glutamate ~ +38,32+(10,25)**  +10,49 + (11,33) +14,30 + (32,89) +82,45 + (20,50) *

Data are presented as the mean + SEM of the percentages of variation in relation to control saline treated animals (minus
or plus signals indicate reduction of increase, respectively). Neurotransmitters were measured in brain and spinal cord
tissues removed at 4™ day after onset of reserpine administration (0.25 mg/kg, s.c., once a day for three days). ND, not
detectable; **p < 0.01 compared to control saline/saline group (considered 100%); # p < 0.05 and ## p < 0.01 compared
to reserpine/saline group. Statistical analysis was performed by one-way ANOVA followed by Bonferroni’s post hoc test.

Number of animals ranged from 4 to 7/group.
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Supplementary Material and Methods

Open field test
The mice were evaluated in the open field test at 4™ day after the onset of

treatments. The experiments were conducted as originally described by (Holland and
Weldon, 1968). Mice were individually placed in the center of an acrylic box (40 x 60 x 50
cm), with the floor divided into 12 squares, in a sound-attenuated room, under low-
intensity light. The number of squares crossed with the four paws was registered during a

period of 5 min.

Tail-suspension test
To assess the depression-like behavior, we employed the tail suspension test, as

originally described by (Steru et al., 1985), additionally to the forced swimming test. The
animals were suspended 50 cm above the floor by means of an adhesive tape, which was
placed approximately 1 cm from the tip of the tail. The time during which mice remained

immobile was quantified and expressed over a period of 6 min (in s).

Immunohistochemistry

Spinal cord samples were harvested at the 4™ day following behavioral tests and
fixed in buffered neutral formalin. Sections of 4 um were mounted onto gelatine-coated
slides. Rabbit polyclonal antibody raised against c-Fos (1:700, Abcam) was diluted in Tris-
buffered saline containing 0.3% Triton X-100, 2% donkey serum and 1% BSA, and the
sections were incubated overnight at room temperature, before being incubated for 2 h with
biotinylated donkey anti-rabbit antibody (1:1000; Amersham Pharmacia Biotech Europe,
Freiburg, Germany), for 2 h with avidin-biotin peroxidase complex (1:1000; Vectastain
ABC Kkit, Vector laboratories, Burlingame, CA, USA), and finally revealed with

diaminobenzidine via the nickel-enhanced glucose-oxidase method. The procedure also
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included negative controls with omission of the primary antibody, which did not show any
immunoreactions. The images were captured by a digital camera (CoolSNAP™ Media
Cybernetics, Inc.) connected to an optical microscope (Zeiss Axioskop DS-5 M-L1, Nikon,
NY, USA), at 200-x magnification, and analyzed through the Image NIH Image J 1.36b
Software. The number of c-Fos positive cells was quantified and expressed as percentage

of positive cells per field. For this series of experiments, we have used 4 to 7 animals per

group.
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Suppl. 1. Effects of w3-DHA-derived lipid mediators on the locomotor activity in the fibromyalgia-like
model induced by reserpine in mice. Effects of acute treatment with RvD1 (A and D), AT-RvD1 (B and E) or
RvD2 (C and F) dosed by intravenous (A-C) or intrathecal (D-F) routes in the open field test. Pregabalin was
used as a positive control drug. Spontaneous locomotor activity was assessed at the 4™ day after onset of
reserpine administration (0.25 mg/kg, s.c., once a day for three days). Each point represents the mean and the
vertical lines indicate the standard error mean (SEM). **p < 0.01 compared to control saline/saline group; “p
< 0.05 compared to saline/reserpine group. Statistical analysis was performed by one-way ANOVA followed
by Bonferroni’s post hoc test. (A) n = 6 to 7 mice/group; (B) n = 4 to 5 mice/group; (C) n = 7 to 10
mice/group; (D) n = 6 to 7 mice/group; (E) n = 4 to 5 mice/group; (F) n = 7 to 10 mice/group; (G) n=41t0 6
mice/group; (H) n =4 mice in each group; (I) n = 9 to 13 mice/group; (J) 4 to 6 mice/group; (K) n = 4 mice
in each group; (L) n =9 to 13 mice/group.
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Suppl. 2. Effects of @3-DHA-derived lipid mediators on depressive behavior in the fibromyalgia-like model
induced by reserpine in mice. Effects of acute treatment with RvD1 (A and D), AT-RvD1 (B and E) or RvD2
(C and F) dosed by intravenous (A-C) or intrathecal (D-F) routes in the tail suspension test. Immobility time
(s) was assessed at the 4" day after onset of reserpine administration (0.25 mg/kg, s.c., once a day for three
days), 30 min after the administration of mediators. Each point represents the mean and the vertical lines
indicate the standard error mean (SEM). **p < 0.01 compared to control saline/saline group; Statistical
analysis was performed by one-way ANOVA followed by Bonferroni’s post hoc test. (A) n = 4 mice in each
group; (B) n = 4 to 5 mice/group; (C) n = 5 to 6 mice/group; (D) n = 4 to 5 mice/group; (E) n = 4 mice in
each group; (F) n =4 mice in each group.
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Suppl. 3. Effects of chronic treatment with w3-DHA-derived lipid mediators on the locomotor activity in the
fibromyalgia-like model induced by reserpine in mice. Effects of RvD1, AT-RvD1 or RvD2 administered
intravenously during 4 days on: (A) crossing and (B) rearing in the open field test. Behavior tests were
assessed at 4" day after onset of reserpine administration (0.25 mg/kg, s.c., once a day for three days), 30 min
after the last administration of the mediators. Each point represents the mean and the vertical lines indicate
the standard error mean (SEM). *p < 0.05 and **p < 0.01 compared to control saline/saline group. Statistical
analysis was performed by one-way ANOVA. (A) n = 4 to 19 mice/group; (B) n = 4 to 19 mice/group.
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Suppl. 4. Representative images of immunohistochemistry analysis for c-Fos: effects of
chronic intravenous administration of w3-DHA-derived lipid mediators on expression of c-
Fos marker in spinal cord of reserpine-treated mice. Representative images (panel A to F).
(A) Control group; (B) reserpine + saline group; (C) reserpine-mice treated with RvD1,;
(D) reserpine-mice treated with AT-RvD1; (E) reserpine-mice treated with RvD2; (F)
reserpine-mice treated with pregabalin.



73

Table for Supplementary Material

Suppl. Table 1. Effects of chronic intravenous administration of w3-DHA-derived lipid

mediators on expression of c-Fos in spinal cord of reserpine-treated mice.

Reserpine 0,25 mg/kg (once a day for 3 days)

Control
Saline Resolvin D1 AT-Resolvin D1  Resolvin D2 Pregabalin

Mean + SEM (%)* 14.46 +2.41 14.38 +2.53 11.38 +4.24 13.76 + 1.62 8.55+201 13.68+2.28

Data are presented as the mean + SEM of the percentages of positive c-Fos immunolabeled cells per total area. C-Fos
expression was measured in spinal cord tissue removed at the 4™ day after the onset of reserpine administration (0.25
mg/kg, s.c., once a day for three days). Statistical analysis was performed by one-way ANOVA followed by Bonferroni’s

post hoc test, although no significant difference was observerd. Number of animals ranged from 4 to 7/group.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

Por muitos anos a apresentacdo clinica da fibromialgia como uma verdadeira
patologia foi desacreditada (225). No entanto, com a evolucdo e a crescente busca pela
descoberta de novos tratamentos e mecanismos fisiopatologicos pela academia (44, 73,
226-230), a visdo sobre a fibromialgia como uma verdadeira entidade patoldgica clinica
tem colocado abaixo antigas concepcdes (231), embora ainda existam aqueles que néo
acreditam (225).

A fibromialgia foi primeriramente descrita em 1904 e denominada fibrosite (232);
esse termo abrangia o conceito de doenca reumatica muscular inflamatéria. Em funcéo de
ndo terem sido encontradas anormalidades no tecido musculoesquelético nem indicios de
inflamacdo tecidual e, ainda, de ter sido notada uma alta frequéncia de outras sindromes
somaticas funcionais nos pacientes com fibrosite (233), tal conceito foi trocado para
fibromialgia, cujo termo refere dor musculoesquelética sem tentar definir nenhum
mecanismo fisiopatoldgico (38).

Acompanhando as crescentes contribuicdes da pesquisa para esclarecer o0s
mecanismos subjacentes a fibromialgia e, visto que a presenca de sintomas como fadiga,
distdrbios cognitivos e do sono estavam intimamente assoiados a presenca do sintoma de
dor cronica generalizada, em 2010 o Colégio Americano de Reumatologia (ACR)
estabeleceu novo critério diagnéstico para fibromialgia (22). Esse critério eliminou os
tender points, e passou a considerar uma escala de sintomas além de levar em conta a dor
reportada pelo proprio paciente e, dessa forma, abrangindo aqueles pacientes com
fibromialgia que ndo eram abrangidos pelo antigo critério (22).

Embora o entendimento da fisiopatologia da fibromialgia tenha progredido se sabe
pouquissimo sobre suas bases etioldgicas. Visto a diverisade de sintomas associados a
fibromialgia e a presenca concomitante de outras sindromes diz-se que a fibromialgia é
uma doenca multifatorial e de perfil heterogéneo (234, 235) e, portanto, a disponibilidade
de um tratamento efetivo representa uma lacuna na clinica. Os medicamentos atualmente
disponiveis sdo escassos e contemplam apenas alguns dos sintomas e, mesmo assim, nem
todos os pacientes respondem tdo bem ao tratamento (225, 236-239).

Tendo em vista as limitagdes de conhecimento sobre a causa e tratamento da

fibromialgia, é de grande importéncia que grupos e estudos continuem pesquisando
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mecanismos e potencial terapéutico de substancias para o tratamento dessa doenca.
Intimamente relacionado, modelos experimentais que mimetizem a doenga séo igualmente
importantes para desvendar os mecanismos fisiopatoldgicos bem como investigar a
eficacia de diferentes tratamentos (240). Visando contribuir para essa area, nosso grupo de
pesquisa adaptou o modelo de fibromialgia em ratos induzido por reserpina descrito por
Nagakura e col. (2009) a um modelo de fibromialgia em camundongos (Swiss) (241).

Primeiramente, procuramos estabelecer a melhor dose de reserpina capaz de induzir
mudangas comportamentais similares aos sintomas apresentados por pacientes com
fibromialgia, sem comprometer a capacidade motora dos animais. A dose de 0,25 mg/Kg
de resepina foi escolhida entre as doses testadas (0,125 mg/Kg, 0,25 mg/Kg, 0,5 mg/Kg e 1
mg/Kg), com um regime de aplicacdo em 3 dias consecutivos sob via subcutanea.

No quarto dia ap0s a injecdo de reserpina, foram realizados testes comportamentais
e apos a realizacdo destes, foram obtidos tecidos cerebrais e de medula espinhal para
analises bioquimicas. Através da avaliacdo da alodinia mecénica, utilizando os filamentos
Von Frey pelo método up and down, os animais tratados com reserpina mostraram um
comportamento nociceptivo caracterizado pela diminuicdo do limiar de resposta ao
estimulo utilizado quando comparado ao controle. O efeito da reserpina sobre o teste da
placa quente foi similar, onde houve diminui¢&o do limiar de resposta. Quando submetidos
ao teste de campo aberto, os animais tiveram sua atividade locomotora e de exploracao
bastante reduzidos em relacdo ao controle. Por Gltimo, no teste do nado forcado o tempo de
imobilidade dos animais aumentou significativamente em relacdo ao controle,
demonstrando que a reserpina induziu um comportamento depressivo. Com bases nos
dados apresentados, podemos concluir que a indugdo do modelo de fibromialgia com
reserpina contemplou os principais sintomas associados a doenga, como nocicep¢do e
depressao.

Evidéncias tém direcionado as atencdes a ideia de que a origem da fibromialgia
pode estar relacionada a uma amplificacdo central da percepcdo da dor, especialmente
relacionada a alteracfes do sistema neuroquimico do sistema nervoso central (234).
Interessantemente, a escolha do uso de reserpina se baseou nas suas ag¢fes farmacoldgicas
de depletar mediadores neuroquimicos como as aminas biogénicas (serotonina, dopamina e
noradrenalina) e de, consequentemente, induzir o sintoma de depressdo, que € altamente
prevalente em pacientes fibromialgicos (241). No presente estudo, 0s neurotransmissores

serotonina, dopamina e glutamato foram mensurados no cérebro e foram reduzidos pela
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injecdo de reserpina no cérebro dos animais; na medula espinhal os niveis de serotonina e
dopamina também foram diminuidos, enquanto que os niveis de glutamato aumentaram.
Com base nesses dados, podemos concluir que o mecanismo relacionado aos mediadores
neuroquimicos contribui para a causa da fibromialgia nesse modelo animal.

Com este estudo procuramos também investigar a excitabilidade da célula nervosa
na medula espinhal dos camundongos através da analise imunohistoquimica utilizando a
proteina c-Fos como marcador da atividade neuronal. Nenhuma diferenca foi observada
entre 0s aminais que receberam reserpina e 0s animais controle. Portanto, até aqui
podemos sugerir que o comportamento do tipo fibromialgia nesse modelo é causado pela
modificacdo nos niveis dos neurotransmissores.

Adicionalmente e paralelamente ao estudo apresentado, com o objetivo de
contribuir para a investigacdo de novas terapias para o tratamento da fibromialgia, tratamos
0s animais que receberam reserpina com mediadores lipidicos derivados de 6mega-3 que
apresentam atividades pré-resolucdo da inflamacdo e analgésica, como j& descritas por
outros autores (220, 221), e utilizamos a pregabalina (droga aprovada pelo FDA para o
tratamento da fibromialgia) como controle para o tratamento.

A atividade dos mediadores RvD1, AT-RvD1 e RvD?2 foi investigada por meio de
duas rotas e dois regimes de tratamento: endovenosa (e.v) ou intratecal (i.t), tratados de
forma aguda ou sub-cronica. Os mediadores que apresentaram efeitos mais pronunciados
de reversdo dos comportamentos causados pela injecdo de reserpina foram: 1) RvD2 no
regimes agudo (300 ng/animal via e.v ou 40 ng/5 ul i.t; ) foi capaz de inibir o
comportamento nociceptivo, embora sem efeito sobre o0 comportamento depressivo, € no
regime cronico (300 ng/animal via e.v, por 4 dias) foi capaz de reverter o quadro
nociceptivo e depressivo dos animais; 2) AT-RvD1 no regimes agudo (300 ng/animal via
e.v ou 40 ng/5 ul i.t) ndo foi capaz de inibir o comportamento nociceptivo ou depressivo,
enguanto uma maior dose via i.t (80 ng/5 pl) reverteu a hipersensibilidade no teste da placa
quente, e quanto ao regime cronico (300 ng/animal via e.v, por 4 dias) foi capaz de
reverter o quadro nociceptivo e depressivo dos animais. Por outro lado, qualquer regime
terapéutico de administragdo de RvD1 ndo influenciou nenhum dos comportamentos
causados pela injecdo de reserpina, com excecdo do teste do nado forcado, onde a RvD1
(300 ng/ animal, por 4 dias) reduziu o tempo de imobilidade dos animais.

A anélise quantitativa dos neurotransmissores no cérebro total, cortex, tdlamo e

medula espinhal ap6s o tratamento com RvD2 ou AT-RvD1 mostrou resultados mistos,
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onde os valores dos niveis de neurotransmissores variaram diferentemente entre os tecidos
e nos diferentes tratamentos; tais resultados levam a acreditar que 0s neurotransmissores
estdo “transitando” e atuando em diferentes regides conforme o tratamento empregado.

Em resumo, podemos concluir que o modelo experimental de inducdo de
fibromialgia pode contribuir para esclarecimentos futuros dos mecanismos fisiopatol6gicos
da fibromialgia, bem como os tratamentos com RvD2 ou AT-RvD1 foram capazes de
modular alteracdes comportamentais e neuroquimicas nesse modelo.

Por fim, em funcdo de que o tratamento clinico atual mais indicado para 0s
pacientes com fibromialgia é a terapia multimodal, associando abordagens farmacoldgicas
e ndo farmacoldgicas (38) e, que inflamacdo tem papel como mediador da dor (242), vale
como perspectiva para novas investigacdes submeter os animais ao exercicio fisico e
investigar se existe neuroinflamacdo tentando estabelecer o papel da microglia nesse

modelo animal.
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