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RESUMO

A descoberta de que a resolucdo da inflamag&o é um processo ativo, no
qual véarios mediadores lipidicos sdo produzidos e que apresentam
propriedades  anti-inflamatérias e pré-resolugdo, abriu novas
possibilidades para o tratamento de diversas doencas de origem
inflamatoria. No entanto, poucos estudos, até 0 momento, investigaram
as propriedades anti-hiperalgésicas destes mediadores lipidicos em
modelos animais de inflamacdo. Desta forma, o presente estudo
investigou o possivel efeito anti-hiperalgésico do precursor de resolvinas
da série D, 17(R)HDoHE, e da resolvina AT-RvD1, sobre a dor
inflamatoria avaliada no modelo de artrite induzida por adjuvante (AlA)
em ratos, bem como os seus efeitos sobre os sinais clinicos da artrite e
0S mecanismos pelos quais estes mediadores podem modular a dor de
origem inflamatéria. Os resultados obtidos no presente estudo
demonstram que o precursor 17(R)HDoHE, quando administrado
sistemicamente em uma baixa dose (300 ng/i.p.), inibiu tanto a génese
(quando administrado 30 min antes) quanto a manutencdo (quando
administrado 3 dias apds a inducdo da artrite) da hiperalgesia mecanica
aguda. Este efeito parece estar associado a modulacdo do fator de
transcricdo NF-kB (proteina) e da enzima COX-2 (proteina e RNAm),
visto que a expressdo de ambos os mediadores foi inibida tanto no
ganglio da raiz dorsal como na medula espinhal de ratos com artrite. O
tratamento terapéutico com o precursor 17(R)HDoHE (600 e 900
ng/i.p.) também inibiu a dor inflamat6ria em um periodo sub-cronico,
isto é, 14 dias ap6s a inducdo da artrite, mas ndo quando tratado no
periodo crénico, 30 dias ap6s a inducdo. Além disso, o tratamento
repetido com 17(R)HDoHE, na fase sub-crbnica da artrite, preveniu
significativamente o aumento da rigidez articular, mas ndo do edema de
pata e do edema articular. Considerando o tratamento sistémico com a
resolvina AT-RvD1 (100 ou 300 ng/i.p.), esta também apresentou efeito
anti-hiperalgésico pronunciado quando administrada durante o processo
inflamatério articular agudo, isto é, 3 dias apds a inducédo da artrite. A
reducdo nos niveis das citocinas TNF-a. e IL-1B no tecido da pata de
ratos com artrite pode ter contribuido para a atividade anti-hiperalgésica
observada ap6s o tratamento repetido, tanto com o precursor
17(R)HDoHE quanto com a resolvina AT-RvD1. Em conjunto, estes
resultados mostram relevantes propriedades anti-hiperalgésicas do
precursor 17(R)HDoHE e da resolvina AT-RvD1, sendo que estes
mediadores lipidicos sdo potenciais agentes terapéuticos para o



tratamento de estados dolorosos associados a doencas inflamatorias
agudas e/ou crénicas como a artrite.

Palavras-chave: precursor de resolvinas da série D ,17(R)HDoHE;
resolvina formada na presenca da aspirina 1, AT-RvD1; artrite induzida
por adjuvante; hiperalgesia mecénica; hiperalgesia térmica; parametros
clinicos da artrite.



ABSTRACT

The discovery that resolution of inflammation is an active process, in
which several lipid mediators are produced and possess anti-
inflammatory and pro-resolution properties, brought new possibilities
for the management of several inflammatory diseases. Nevertheless, few
studies have so far investigated the anti-hyperalgesic properties of those
lipid mediators in animal models of pain. In this manner, the present
study has evaluated the possible anti-hyperalgesic effects of the
resolvins D series precursor, 17(R)HDoHE, and the effects of the
resolvin AT-RvD1, on the inflammatory pain evaluated in the model of
adjuvant-induced arthritis (AlA) in rats, as well as their effects on the
clinical signs of arthritis and the mechanisms by which these mediators
might regulate inflammatory pain. The results of the present study have
demonstrated that the precursor 17(R)HDoHE when systemically treated
in a low dose (300 ngf/i.p.) inhibited both the genesis (when
administered 30 min before) and the maintenance (when administered 3
days after arthritis induction) of acute mechanical pain. Such effect
seems to be related to the modulation of the transcriptor factor NF-xB
(protein) and COX-2 enzyme (protein and mRNA), since the expression
of both mediators were inhibited in dorsal root ganglia and spinal cord
of arthritic rats. The therapeutic treatment with the precursor
17(R)HDoHE (600 and 900 ngf/i.p.) have also inhibited the
inflammatory pain in a sub-chronic period, i.e. 14 days after arthritis
induction but not when treated in the chronic phase, i.e. 30 days after
arthritis induction.  Furthermore, the repeated treatment with
17(R)HDoHE in the sub-chronic phase of arthritis significantly
prevented the increase in joint stiffness but not the increase in paw and
joint edema. Considering the systemic treatment with the resolvin AT-
RvD1 (100 or 300 ngfi.p.), it also presented a pronounced anti-
hyperalgesic effect when treated during joint acute inflammatory
process, i.e. 3 days after arthritis induction. The decrease of the
cytokines TNF-o and IL-1( levels in the plantar tissue of arthritic rats
may have contributed to the anti-hyperalgesic activity observed after the
repeated treatment with both the precursor 17(R)HDoHE and the
resolvin AT-RvD1. Taken together, these results demonstrate relevant
anti-hyperalgesic properties of the precursor 17(R)HDoHE and the
resolvin AT-RvD1, highlighting that these lipid mediators are potential
therapeutic agents for the treatment of painful states associated with
acute and/or chronic inflammatory diseases such as arthritis.



Key-words: resolvin D series precursor, 17(R)HDoHE; aspirin-
triggered resolvin D1, AT-RvD1; adjuvant-induced arthritis; mechanical
hyperalgesia; thermal hyperalgesia; arthritis clinical parameters.
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1. INTRODUCAO

1.1. Artrite reumatoide

A artrite reumatdide (AR) é uma doenca inflamatdria de origem
autoimune, progressiva e sistémica que acomete as articulaces,
principalmente a membrana sinovial, resultando em destrui¢do articular
da cartilagem e erosdo do 0sso subjacente, causando artrite incapacitante
(LEE e WEINBLATT, 2001). A AR ¢ o tipo mais comum de artrite
articular e estima-se que entre 0,5 a 1,0 % da populagdo mundial seja
afetada pela AR, ndo tendo, contudo, prevaléncia sobre um grupo étnico
especifico (ALARCON, 1995). Além disso, existe uma maior incidéncia
no sexo feminino, cerca de trés vezes maior que no sexo masculino
(SILMAN e PEARSON, 2002). O pico de incidéncia da doenga est4 na
faixa dos 40 aos 60 anos, mas pode afetar pacientes de qualquer faixa
etaria (KUMAR et al., 2008).

No Brasil, um estudo multicéntrico realizado em diferentes
regides (Norte, Nordeste, Centro-Oeste e Sul) mostrou uma prevaléncia
de AR em até 1% da populagdo adulta (MARQUES-NETO et al., 1993).
Apesar deste estudo ndo apresentar dados recentes, se considerarmos a
mesma incidéncia de AR observada em 1993 e extrapolarmos para 0 ano
de 2010, sugere-se que existam no Brasil cerca de 1.900.000 brasileiros
acometidos por esta doenga.

Outro aspecto extremamente importante da AR €é que esta
doenca limita as mais diversas atividades do individuo, desde as
relacionadas ao lazer até as relacionadas ao trabalho, resultando em
grande incapacidade do paciente (QUAN et al., 2008). Considerando a
etiologia, sabe-se que diversos fatores aumentam as chances de
desenvolvimento de AR, incluindo fatores genéticos (presenca de genes
do complexo principal de histocompatibilidade (MHC) do tipo I, p.ex.:
HLA-DR4), ambientais (p.ex.: fumo e infec¢des diversas) e a producéo
de autoanticorpos, como o fator reumatéide (FR) e o peptideo
citrulinado anticiclico (anti-CCP) (GREGERSEN et al., 1987;
FIRESTEIN, 2003; WEGNER et al., 2010). O FR circulante foi
considerado um marcador classico para AR, o qual era utilizado para o
diagnostico precoce da doenca (DA MOTA et al., 2011). Porém, além
do FR ndo ser detectado em aproximadamente 50% dos pacientes com
AR inicial, foi descoberto que este fator também é produzido em outras
doencas autoimunes, deixando de ser um marcador especifico para o
diagnostico da AR (WEISSMANN, 2004). Além disso, o anticorpo anti-
CCP parece ser mais especifico e sensivel para o diagnéstico da doenca



(podendo ser detectado varios anos antes da doenca se manifestar) e
parece ser preditivo de um pobre prognostico, como a destruicdo
articular progressiva (VAN DER LINDEN et al., 2009).

Os principais sintomas observados em pacientes portadores de
AR sdo dor, rigidez e crepitagdo articular e edema das articulagcdes na
maioria das vezes de modo simétrico, ou seja, de ambos os lados do
corpo (LEE e WEINBLATT, 2001). Estes sintomas sdo decorrentes
basicamente das alteragdes fisiol6gicas e estruturais que ocorrem nas
articulagbes e tecidos periarticulares (Figura 1). A rigidez articular
geralmente se apresenta pronunciada pelo periodo da manha, sendo que
qualquer articulacdo pode ser acometida, mas geralmente ocorre nas
articulagdes interfalangeanas, punho, tornozelo, joelho e coluna cervical.
Como a AR é uma doenca sistémica, 0 acometimento de outros 6rgaos
também pode ocorrer, como olhos, coracdo e pulmio (KELLEY e
HARRIS, 2005).

A membrana sinovial inflamada é a caracteristica central na
patofisiologia da AR. Um dos mecanismos para a inducéo da resposta
inflamatoria articular é a formagdo de imunocomplexos que se agregam
no tecido sinovial. Um exemplo da formagéo destes imunocomplexos €
quando os residuos protéicos citrulinados (determinantes antigénicos em
pacientes com AR) sdo reconhecidos pelos anticorpos anti-CCP. Estes
residuos citrulinados resultam da conversdo de um residuo do
aminodacido arginina em um residuo de citrulina, reacéo esta catalisada
pela enzima peptidil arginina desaminase, a qual esta presente em uma
variedade de células, principalmente em macrofagos e neutréfilos
(WEGNER et al., 2010). A formagdo de imunocomplexos leva a uma
série de alteragOes, incluindo a ativacdo do sistema complemento
(BROWN et al., 1982) e de fagdcitos (WEISSMANN, 2004). Ademais,
outras células como neutréfilos, que compreendem cerca de 90 % da
populagdo de células do fluido sinovial, reconhecem o0s
imunocomplexos através dos receptores Fc resultando na liberacdo de
enzimas hidroliticas, producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs)
e produtos do metabolismo do acido araquidénico (AA). Todos estes
eventos promovem destruicdo tecidual diretamente ou indiretamente
através da estimulacdo de uma resposta inflamatéria (WEISSMANN,
2004).

Como mencionado acima, os imunocomplexos também
estimulam macréfagos, os quais liberam citocinas e outros agentes pro-
inflamatérios, como as prostaglandinas (p.ex.. prostaglandina E,
(PGE,)) e proteinases (p.ex.. metaloproteinases 9 (MMP-9)), estas
Gltimas levando a destruicdo da cartilagem presente nas articulagdes
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Figura 1. Alteracfes da arquitetura articular na artrite. Na articulagdo do joelho
normal, a sindvia é formada pela membrana sinovial (geralmente com uma ou duas
camadas de células) e pelo tecido conectivo subjacente. As células da membrana
sinovial séo do tipo A, chamados sinovidcitos do tipo macréfago, e do tipo B,
chamados sinovidcitos do tipo fibroblasto. Na AR inicial, a membrana sinovial se
torna espessa devido a hiperplasia e hipertrofia das células que compdem a sindvia.
Uma grande quantidade de vasos sanguineos se forma na sindvia (angiogénese).
Células T (predominantemente CD4") e células B (algumas das quais se tornam
plasmdcitos) infiltram na membrana sinovial. Estas células também estdo presentes
no fluido sinovial juntamente com outros tipos celulares, como os neutréfilos. Nos
estagios iniciais da AR, a membrana sinovial comeca a invadir a cartilagem. Na AR
estabelecida, a membrana sinovial se transforma em um tecido invasivo chamado
panus. Este tecido, composto tanto de sinovidcitos do tipo A quanto do tipo B e
plasmdcitos, invade e destréi os tecidos adjacentes, como a cartilagem e 0 0ssO
subcondral. Adaptado de CHOY e PANAY1, 2001. New Engl. J. Med., v. 344, p.
907-916, 2001.



(WEISSMANN, 2004; SCHAIBLE et al., 2006).

Dentre as alteragcdes que ocorrem na membrana sinovial durante
0 processo inflamatdrio articular pode-se destacar um intenso processo
de angiogénese, hiperplasia de células da membrana sinovial -
sinoviocitos do tipo A (ou tipo-macréfago) e do tipo B (ou tipo-
fibroblasto), influxo de células inflamatdrias, como leucdcitos, células
dendriticas, mastdcitos, entre outros eventos (ver Figura 1). Todavia,
estas alteracbes na membrana sinovial observadas em pacientes
portadores de AR variam de acordo com o progresso da doenga. Nos
estagios iniciais, os principais eventos sdo a formagdo de edema tecidual
e a deposicdo de fibrina, sendo que estes sinais se manifestam como
edema e dor articular. Em seguida, a membrana sinovial se torna
hiperplasica passando a ser formada por dez ou mais camadas de
sinovidcitos do tipo A e B. O tecido subjacente & membrana sinovial
também passa por alteragdes, no qual se observa infiltracdo
predominante de células mononucleares, incluindo linfécitos T e B,
macréfagos e plasmdcitos. A membrana sinovial quando se torna
hiperplésica passa a ser chamada de panus, sendo que este tecido esta
envolvido diretamente no processo de destruicdo da cartilagem e na
erosdo Gssea frequentemente observado nos estagios mais avangados da
AR (para revisdo ver CHOY e PANAYI, 2001; LEE e WEINBLATT,
2001; WEISSMANN, 2004; MCINNES e SCHETT, 2007).

Dentre os modelos experimentais para inducdo de artrite em
ratos, 0 modelo de artrite induzida por adjuvante (AIA) é um dos
modelos mais utilizados para se avaliar o efeito potencial de algumas
substancias no tratamento da dor e do processo inflamatério articular
caracteristico da artrite. O modelo de AIA caracteriza-se inicialmente
por infiltracdo de linfdcitos e neutrdéfilos, formacao de edema, deposi¢édo
de fibrina, acompanhado de proliferacdo de sinovidcitos e fibroblastos
bem como ativacdo de osteoblastos e osteoclastos. Além disso, em um
estagio mais avancado observa-se sinovite e a formacao de panus com
destruicdo da cartilagem e do osso e, por fim, anquilose (rigidez da
articular) (VAN EDEN e BYRON, 2003; HEGEN et al., 2007). Desta
forma, o modelo de AIA foi escolhido para o desenvolvimento deste
trabalho, pois permite a avaliacdo tanto do processo inflamatério agudo
quanto do processo inflamatério cronico das articulacdes além de
resultar em uma elevada incidéncia de inducdo da artrite nos animais
avaliados.



1.2. Dor inflamatoria

O processo inflamatorio e a dor exercem um importante papel
fisioldgico, o primeiro representando a necessidade de um reparo
tecidual ou trauma, e o segundo atuando como um sistema de alerta, o
gual salienta a existéncia de um perigo iminente no ambiente que nos
cerca (WOOLF e SALTER, 2000). Entretanto, em situagdes patoldgicas,
como no caso da AR, neuropatias, cancer, entre outras, a dor deixa de
ter um caréter protetor e passa a ser uma caracteristica decorrente da
patologia (COSTIGAN e WOOLF, 2000; JULIUS e BASBAUM, 2001;
KUNER, 2010).

A Associagdo Internacional para o Estudo da Dor (IASP)
apresenta uma defini¢do de dor, como sendo “uma experiéncia sensorial
e emocional desagradavel, associada a um dano presente ou potencial,
ou descrita em termos de tal dano”. Ainda, a dor ¢ uma experiéncia
subjetiva, onde cada individuo sente de formas diferentes, sendo
intensamente influenciada pelo estado emocional. Assim, a dor pode ser
interpretada como a somagdo de um componente sensorial e de um
componente emocional (GIESECKE et al., 2005; LOESER e TREEDE,
2008).

A deteccdo de estimulos nocivos (p. ex.: calor excessivo,
substancias quimicas e estimulos mecanicos), oriundos da periferia
ocorre pela ativacdo de terminagdes nervosas livres de fibras aferentes
sensoriais pouco mielinizadas e ndo-mielinizadas (fibras Ad e C,
respectivamente) chamadas nociceptores. Estas fibras séo compostas por
neurdnios cujos corpos celulares encontram-se nos ganglios da raiz
dorsal (GRD) e trigeminal, que conduzem as informag6es nociceptivas
até o corno dorsal da medula espinhal e o ndcleo trigeminal pars
caudalis na ponte, respectivamente (BESSON, 1999). Os nociceptores,
ao levarem informacGes da periferia para o sistema nervoso central,
fazem conexdes com neurbnios de segunda ordem localizados nas
Iaminas superficiais do corno dorsal da medula espinhal (Iaminas I, 1l e
V), resultando na liberacdo de varios neurotransmissores (para revisao
ver BASBAUM et al., 2009). Os neurénios de segunda ordem, por sua
vez, integram as vias supra-espinhais, distribuindo, desta maneira,
informagBes para circuitos cerebrais responsaveis pelos diferentes
componentes da dor (sensorial e emocional) (para revisdo ver HUNT e
MANTYH, 2001; PRICE, 2002). A via chamada espino-talamica chega
a regido do talamo ventroposterior e ventrobasal, apresentando diversas
projecdes para 0 cortex, enquanto que a via chamada espino-
parabraquial chega a regido do nucleo parabraquial, apresentando



projecbes para o hipotdlamo, amigdala e substancia cinzenta
periaquedutal (HUNT e MANTYH, 2001). Desta forma, o estimulo
nocivo passa por diversas vias até finalmente chegar ao sistema nervoso
central (SNC) e, como resposta, este estimulo ¢ interpretado como uma
sensacdo dolorosa que alerta sobre um potencial dano tecidual,
resultando na retirada da regido estimulada para longe da fonte do
estimulo nocivo (WATKINS e MAIER, 2002).

Existe uma variedade de situagcdes onde a dor deixa de ter o
papel protetor fisioldgico, refletindo, porém, que um dano tecidual
ocorreu. Esse tipo de dor, que deixa de ser aguda e passa a ser uma dor
persistente ou cronica, é observada em algumas doengas, como, por
exemplo, na AR, resultando de alteragcGes permanentes ocorridas nas
fibras aferentes primarias, como o mecanismo de sensibilizacdo
periférica (BASBAUM et al., 2009). Além da duragdo, a dor crbnica
difere da dor aguda no que diz respeito & neuroplasticidade que ocorre
em diferentes regides do sistema nervoso, tornando este tipo de dor mais
dificil de ser tratada (BESSON, 1999; KUNER, 2010).

A sensibilizacdo periférica é comumente resultante de
alteracdes associadas ao processo inflamatdrio, como alteracdo no
padrdo de mediadores quimicos que podem atuar na fibra nervosa
(WOOLF e SALTER, 2000). Consequentemente, a lesdo tecidual
geralmente ocorre associada ao acumulo de mediadores end6genos
liberados de nociceptores ativados ou de células ndo-neuronais que
residem ou, principalmente, que infiltram na &rea lesionada, como
macrdfagos e neutrdfilos, entre outros. Tanto células residentes no sitio
da lesdo, como os sinoviécitos, quanto leucécitos recrutados, como
neutrofilos, macréfagos e linfécitos, podem ser ativados e liberar varios
mediadores responsaveis pela sensibilizagdo dos nociceptores que
chegam a articulacdo (SCHAIBLE et al.,, 2006, 2009, 2010).
Coletivamente, estes fatores, referidos como “sopa inflamatoria”,
representam uma grande variedade de moléculas sinalizadoras, que
incluem o0s neurotransmissores, peptideos (substancia P, peptideo
relacionado ao gene da calcitonina (CGRP), bradicinina), eicosandides
(prostaglandinas (PGs), leucotrienos (LTs), tromboxanos (TXs),
endocanabindides), neurotrofinas, citocinas, e quimiocinas, proteases e
prétons, dentre outros (CALIXTO et al., 2004; BASBAUM et al., 2009).
Além destes mediadores descritos acima exercerem papel fundamental
no processo inflamatdrio, o fator de transcricio NF-kB apresenta um
importante papel ndo somente na resposta imune e na inflamagao, mas
também no processamento e desenvolvimento da dor patologica
(NIEDERBERGER e GEISSLINGER, 2008). Isto se deve ao fato de



que apo6s a sua ativagdo no citoplasma, o fator NF-xB migra para o
nicleo onde se liga a regido promotora de diversos genes, incluindo
citocinas (p.ex.. TNF-a, IL-1B), ciclooxigenase-2 (COX-2), enzima
Oxido nitrico sintase induzida (iNOS), e proteases (p.ex.. MMPs),
promovendo, assim, a transcricao destes genes.

Visto que 0s nociceptores podem expressar um ou mais
receptores para estes mediadores pro-inflamatérios e pré-nociceptivos,
eles sdo capazes de reconhecer e responder a cada um deles. E
justamente a ativacdo destes receptores presentes na superficie dos
nociceptores que aumenta a excitabilidade da fibra nervosa,
consequentemente, aumentando a sua sensibilidade, como, por exemplo,
a temperatura ou ao toque (BASBAUM et al., 2009). Este aumento na
sensibilidade resulta em uma hipersensibilidade da percepcdo dolorosa
frente a estimulos que normalmente ndo causariam dor em situagdes ndo
patoldgicas, como leve toque, a qual é referida como alodinia (WOOLF
e SALTER, 2000). Além disso, esta hipersensibilidade também resulta
em uma percepcdo exacerbada frente a estimulos normalmente
dolorosos, os quais passam a induzir dor com uma intensidade maior
ainda, fenémeno esse referido como hiperalgesia (WOOLF e SALTER,
2000).

A dor cronica observada na AR estd associada ao processo
inflamatério articular propriamente dito, como descrito anteriormente,
durante o qual ocorrem alteragBes tanto no sistema nervoso periférico
(SNP) quanto no sistema nervoso central (SNC). Um dos mecanismos
pelos quais a dor se manifesta durante a artrite é através da estimulagao
de nociceptores chamados ‘“‘nociceptores silenciosos”, 0s quais se
apresentam “inativos” em articulagdes normais. Entretanto, apés o
estabelecimento de um quadro inflamatério, estes nociceptores se
tornam ativos e passam a enviar informacdes ao SNC (SCHAIBLE e
GRUBB, 1993; SCHAIBLE et al., 2006, 2009). Desta forma, estas
alteracBes que ocorrem no processamento e nas vias responsaveis pela
conducdo das informagdes nociceptivas, além dos inimeros mediadores
envolvidos, é que torna a dor crénica observada em pacientes com artrite
de dificil tratamento.

1.3. Terapias atuais para o tratamento da artrite

O tratamento da AR passou por varias mudancas nas duas
ultimas décadas (O’DELL, 2004; QUAN et al, 2008; VAN
VOLLENHOVEN, 2009; BUCH e EMERY, 2011). Na década de 1980,
o tratamento da AR era feito baseando-se em uma “pirdmide”, a qual era



gradual e lentamente construida, sendo a base da piramide, ou seja, 0
inicio do tratamento, feito com fisioterapia, seguido do uso de anti-
inflamatorios ndo-esteroidais (AINEs — inibidores das enzimas
ciclooxigenases - COX), e somente apds se iniciava 0 tratamento com
uma Unica droga antirreumatica modificadora da doenca (DARMD:S),
como metotrexato, sulfasalazina ou hidroxicloroquina (para revisdo ver
VAN VOLLENHOVEN, 2009). Com o passar dos anos, essa
“piramide” foi “invertida”, onde o tratamento inicial da AR passou a ser
feito com o uso das DARMDs, ou até mesmo a combinacgdo de vérias
DARMDs, objetivando-se a busca de melhores resultados (VAN
VOLLENHOVEN, 2009).

Atualmente, diversos tratamentos sdo utilizados para inibir o
progresso da doenca. As DARMDs ainda sdo utilizadas, mas os
glicocorticdides passaram a ser amplamente prescritos (VAN
EVERDINGEN et al., 2002; BUTTGEREIT et al., 2004).
Adicionalmente, destacam-se as terapias bioldgicas, como o anticorpo
monoclonal anti-TNF-a (infliximabe, etanercept) (BUCH e EMERY,
2011). No entanto, alguns pacientes ndo respondem a terapia anti-TNF-
a, sendo necessaria a busca por outros agentes biologicos (COHEN et
al., 2006). Desta forma, outros agentes foram e vem sendo
desenvolvidos para o tratamento da AR (para revisdo ver BUCH e
EMERY, 2011), como o rituximabe (anticorpo monoclonal quimérico
contra células B CD20") (COHEN et al., 2006), abatacept (forma
recombinante do antigeno associado ao linfdcito T citotéxico — CTLA,,
inibidor natural da ativacdo de linfécitos T) (KREMER, et al., 2008), o
tocilizumabe (anticorpo monoclonal contra o receptor de interleucina-6
(IL-6)) (EMERY et al., 2008) e o certolizumabe pegol (fragmento Fab
peguilado do anticorpo anti-TNF-o humanizado, com alta afinidade pelo
TNF-0) (SMOLEN et al., 2009). Estes agentes biolégicos por inibirem o
progresso da doenca, consequentemente podem diminuir a dor, sendo
estas estratégias voltadas mais para um controle do processo
inflamat6rio propriamente dito. Apesar de estas terapias bioldgicas
serem mais eficazes no tratamento da AR, alguns pacientes séo
refratarios ao tratamento e, somado a isso, existe um elevado custo para
0 seu uso prolongado (COHEN et al, 2006; MONTEIRO e ZANINI,
2008).

Para o tratamento da dor em si, a estratégia utilizada nao difere
daquelas empregadas para o tratamento de qualquer tipo de dor cronica.
Desta maneira, inicia-se o tratamento com analgésicos simples
(paracetamol ou dipirona), podendo-se fazer uma associacdo com
AINEs, como a aspirina, e em alguns casos, fazer uso de opidides



(morfina) (SCHAIBLE et al., 2006). Além do uso dos AINEs no
tratamento da dor articular, sdo utilizados inibidores seletivos da COX-2
(CHEN et al.,, 2008). Entretanto, estas drogas apresentam eficacia
limitada em alguns pacientes e induzem alguns efeitos colaterais, como
sangramento gastrointestinal, efeitos cardiovasculares, dentre outros
(QUAN et al., 2008; GONZALEZ et al., 2010).

Assim, novas terapias com maior eficdcia ou ainda que
apresentem menos efeitos colaterais sdo necessarias para o tratamento
da dor de origem inflamatéria, como a dor articular presente em
pacientes com artrite.

1.4. Inflamacdo e resolugdo do processo inflamatério

Em termos evolutivos, o sistema imunoldgico se aperfei¢oou,
protegendo o hospedeiro e combatendo de maneira mais efetiva um
processo infeccioso (bacteriano, viral), ou um trauma, ou ainda
reparando um tecido lesionado (JANEWAY et al., 2001). Deste modo, a
inflamagdo € uma resposta benéfica do hospedeiro, a qual ocorre em
decorréncia das possiveis alteragdes da integridade do organismo,
permitindo a eliminacdo do agente que causou a infec¢do, ou o trauma, e
consequentemente restabelecendo a homeostasia tecidual (SHERWOOD
e TOLIVER-KINSKY, 2004).

O processo inflamatério agudo induz uma série de alteracdes,
sendo que as primeiras a ocorrerem sdo as alterag@es vasculares, como o
aumento do fluxo sanguineo (vasodilatacdo) e da permeabilidade
vascular. Adicionalmente, estas alteragfes descritas culminam com o
extravasamento plasmatico de fluido e proteinas (exsudato) e de células
do sangue (p.ex.: leucdcitos) com o objetivo de facilitar a migragédo
destes para o local da lesdo ou da infecgdo (VIVIER e MALISSEN,
2005). Além das células provenientes do sangue, células residentes,
como, por exemplo, os macrofagos, também apresentam um papel
importante no recrutamento adicional de mais células para o sitio
inflamatério, onde os leucécitos (p.ex.: neutréfilos) e os macréfagos
residentes atuam de maneira integrada no processo de fagocitose e na
remocdo dos agentes que desencadearam a resposta inflamatoria
(DELVES e ROITT, 2000; VIVIER e MALISSEN, 2005).

Apbds a neutralizacdo do agente que desencadeou 0 processo
inflamat6rio, outra etapa estritamente importante é o clearance
(remocdo) deste agente, bem como o reparo tecidual, permitindo, desta
forma, que o processo inflamatério se resolva e volte ao estado nao-
inflamado (SERHAN et al.,, 2007, 2008). Consequentemente, se 0
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processo de resolucdo se concretizar, o0 objetivo do processo
inflamatorio foi alcancado, mas nem sempre é 0 que acontece.
Atualmente, acredita-se que falhas no mecanismo de clearance e
consequentemente da resolucdo do processo inflamatério parecem estar
associadas a inflamacdo tecidual persistente, ou seja, a inflamagéo
cronica, e a produgdo de anticorpos contra componentes celulares
préprios (autoimunidade) (SERHAN e SAVILL, 2005; SUN et al.,
2007). Vérias doencas estdo associadas & inflamagdo persistente,
incluindo a AR, asma, doencas inflamatérias intestinais, aterosclerose,
doencas cardiovasculares, doenca de Alzheimer e cancer, entre outras
(SERHAN, 2007; SERHAN et al., 2008).

A resolucdo do processo inflamatério era considerada um
processo passivo, possivelmente em decorréncia do catabolismo de
mediadores pro-inflamatérios (MAJNO e JORIS, 2004). Contrariando
esta ideia, hoje se sabe que a resolucdo da inflamacdo aguda é um
processo ativo e altamente coordenado, controlado por diferentes vias
bioquimicas que sdo ativadas e que produzem diversos mediadores
lipidicos, os quais apresentam caracteristicas pro-resolucdo (GILROY et
al., 2004). Estes mediadores lipidicos possuem, dentre outras
propriedades, a capacidade de inibir a migracdo de leucécitos para o
local inflamado, s@o capazes de reverter a permeabilidade vascular e a
vasodilatacdo, e promover a remocao de neutréfilos apoptéticos sem que
ocorra a producdo e liberacdo adicional de mediadores pro-inflamatérios
(WILLOUGHBY et al., 2000; SERHAN et al., 2007; BANNENBERG e
SERHAN, 2010).

Todos os eventos descritos anteriormente, 0s quais contribuem
para o desenvolvimento da reacdo inflamatoria, sdo coordenados por
varios mediadores quimicos que sdo produzidos e liberados em resposta
ao estimulo nocivo. Como exemplo, a vasodilatacdo é causada por
mediadores como a histamina, produzida principalmente por mastécitos,
e Oxido nitrico (NO), produzido por células do endotélio vascular, bem
como bradicinina e o fator de ativagdo de plaquetas (PAF). Ainda, o
aumento na permeabilidade vascular é promovido por uma diversidade
de mediadores, onde podem ser citadas as aminas vasoativas (histamina
e serotonina), as proteinas do sistema complemento (C3a e C5a), a
substancia P, entre outros. A quimiotaxia, o recrutamento e a ativacao de
leucécitos podem ser promovidos por mediadores como citocinas (p.ex.:
TNF- a e IL-1pB), e quimiocinas, entre outros.

A lista de mediadores envolvidos na resposta inflamatoria é
muito extensa e ndo cabe aqui uma revisdo detalhada a respeito. Porém,
ndo mais importante que os outros medidores, mas que serdo abordados
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com maior atencdo, sdo alguns mediadores lipidicos derivados do acido
araquiddnico.

O acido araquidbnico (AA) é um 4acido graxo poliinsaturado
(PUFA) formado por 20 4tomos de carbono e 4 insaturacdes (20:4n-6)
pertencente a familia dos &cidos graxos 6mega-6 (w-6), o qual é
metabolizado a partir de outro PUFA, o &cido linoléico (28:2n-6).
Apesar do acido linoléico ndo ser produzido por células de mamiferos,
ele pode ser obtido prontamente a partir da dieta, sendo produzido em
altas concentragcBes por células vegetais. Ainda, o acido linoléico
também pode dar origem ao 4cido a-linoléico (18:3n-3), o qual € um
PUFA pertencente a familia dos acidos graxos 6mega-3 (w-3). De modo
interessante, as mesmas enzimas responsaveis pela metabolizacdo do
acido linoléico (acido graxo »-6) Sd0 as mesmas enzimas necessarias
para a conversdo do acido a-linoléico no &cido eicosapentendico (EPA,
20:5n-3) e no &cido docosahexaendico (DHA; 22:6n-3), 0s quais sdo 0s
principais acidos graxos w-3 (CALDER, 2005).

De uma maneira geral, as células inflamatérias apresentam em
sua membrana plasmatica uma maior propor¢do do acido graxo ®-6
acido araquidénico (AA) e baixas propor¢des de acidos graxos ®-3
(CALDER, 2005). Desta forma, o &cido araquidonico se torna o
substrato mais disponivel na membrana plasmatica para a sintese de
moléculas conhecidas como eicosandides, dentre 0s quais se destacam
as prostaglandinas (PGs), tromboxanos (TXs) e leucotrienos (LTs). O
AA esterificado a membrana plasmatica pode ser mobilizado por
enzimas, como a fosfolipase A, (PLA,), e assim 0 AA pode servir como
substrato de varias enzimas para a sintese dos eicosandides.

Assim, existem duas principais classes de enzimas responsaveis
pela metabolizacdo do AA: as ciclooxigenases (COXs) e as
lipoxigenases (LOXs). As COXs ddo origem as PGs e TXs e se
apresentam sob duas isoformas: a COX-1, a qual é a isoforma
constitutiva e apresenta um papel preponderante na manutengdo da
integridade do epitélio da mucosa estomacal e intestinal; e a COX-2, a
qual é predominantemente induzida, sendo sua expressdo aumentada
principalmente por estimulos inflamatérios (VANE et al., 1998). Dentre
as diferentes PGs produzidas, a PGE, apresenta varios papéis na
inflamacdo, como inducdo de febre, aumento da permeabilidade
vascular e vasodilatacdo e a inducdo de dor (FERREIRA e
LORENZETTI, 1996).

As enzimas LOXs apresentam diversas funcbes, atuando em
processos de sinalizacdo celular, alteragdes estruturais e patolégicas e no
metabolismo de &cidos graxos (BRASH, 1999). Em humanos, ja foram
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identificadas 3 isoformas: a 5-LOX, a 12-LOX e a 15-LOX, sendo que 0
nome se refere a oxigenacdo do AA no carbono 5, 12 e 15,
respectivamente. Dentre os produtos formados pela acdo das enzimas
LOXs, especificamente da 5-LOX, os LTs apresentam papel importante
no processo inflamatdrio, sendo que o LTB, apresenta varias funcdes,
como o0 aumento na permeabilidade vascular, a quimiotaxia de
leucdcitos, a liberagdo de enzimas lisossomais, 0 aumento na produgédo
de espécies reativas de oxigénio e a producdo de citocinas pro-
inflamatorias, como TNF-a, IL-1p ¢ IL-6 (SAMUELSSON et al., 1987,
PIOMELLI e GREENGARD,1990; HEISE et al., 2000; CORTES-
BURGOS et al, 2009).

A ideia de que a suplementacdo na dieta com acidos graxos ®-3
apresenta efeitos benéficos ao organismo j4 é conhecida ha muito
tempo, tendo em vista que hd mais de 30 anos foi observado, pela
primeira vez, que dieta enriquecida com Gleo de peixe, o qual é
composto principalmente por acidos graxos ®-3, estava associada ao
baixo risco de desenvolver doengas cardiovasculares (BANG et al.,
1976 apud SUN et al., 2007). Além disso, hd mais de 100 anos, varias
pessoas atribuiam diversos beneficios a partir do uso da conhecida
“Emulsdo Scott”, a qual apresenta em sua formulag¢do principalmente o
6leo de figado de bacalhau, demonstrando que a sabedoria popular
naquela época ja reconhecia os beneficios do consumo de 6leos
derivados de peixe. Os PUFAs sdo essenciais tanto para o crescimento
quanto para o desenvolvimento adequados (SALEM et al., 1996). Além
disso, varios estudos foram e vem sendo desenvolvidos a respeito do
papel dos PUFAs, principalmente dos acidos graxos ®-3, na prevencao e
no tratamento de varias doengas, como cancer (LARSSON et al., 2004),
Alzheimer (LUKIW e BAZAN, 2008), doengas cardiovasculares
(ALBERT et al., 1998; 2002; HARRIS e VON SCHACKY, 2004),
hipertensdo, diabetes, AR e outras doencas autoimunes e inflamatérias
(SIMOPOULOS et al., 1999).

Diversos ensaios clinicos foram conduzidos onde se avaliou a
influéncia da suplementacdo com Aacidos graxos ®-3 na dieta de
pacientes com diferentes patologias (CALDER, 2006). Dentre as
diversas doencas que foram avaliadas, a AR (CALDER, 2008b),
doencas inflamatorias intestinais (BELLUZZI et al., 1996; CALDER,
2008a) e asma (DRY e VINCENT, 1991; SURETTE et al., 2008) sdo as
que apresentam maior nimero de ensaios clinicos desenvolvidos,
provavelmente pelo maior efeito benéfico dos acidos graxos ®-3
observado nestas doencas. Embora os achados clinicos sugiram
beneficios em fung@o da suplementagdo com acidos graxos -3, 0S
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mecanismos moleculares pelos quais estes compostos exercem seus
efeitos comecaram a ser descobertos somente nos Ultimos anos.

Alguns pesquisadores comegaram a levantar a hipotese de que
os efeitos benéficos observados com a suplementacdo de acidos graxos
®-3 poderiam ser decorrentes da metabolizagdo destes compostos,
originando substancias com potencial anti-inflamatério (HONG et al.,
2003; SERHAN, 2007). Estudos recentes analisaram e identificaram as
diferentes classes de mediadores lipidicos que eram produzidos no
exsudato utilizando modelos experimentais de inflamacdo que se
autorresolvem (ARITA et al., 2005a; SUN et al., 2007). Dentre estes
mediadores podemos destacar as lipoxinas (LXs), as resolvinas (Rvs), as
protectinas (PDs) e as maresinas. As lipoxinas sdo derivadas do PUFA
®-6 AA e as resolvinas e protectinas sdo derivadas dos PUFAs ®-3 (para
revisdo ver SERHAN et al., 2007; SERHAN et al., 2008; KOHLI e
LEVY, 2009).

Especificamente na familia das resolvinas, encontramos as
resolvinas da série E (RVE) e as resolvinas da série D (RvD), as quais
sdo produzidas a partir dos 4&cidos eicosapentendico (EPA) e
docosahexaendico (DHA), respectivamente. O grupo das resolvinas,
termo que foi atribuido a partir do inglés resolution phase interaction
products (produtos de interagdo da fase de resolucdo) foi primeiramente
introduzido para demonstrar que estes novos compostos sdo mediadores
enddgenos, biosintetizados no exsudato da fase de resolucdo do processo
inflamatorio e que apresentam potentes acOes anti-inflamatorias e acfes
imunorregulatérias (SERHAN et al., 2000; SERHAN et al., 2002;
ARIEL et al., 2006; CAMPBELL et al., 2007; SERHAN et al., 2008).

A classe das resolvinas da série E foi a primeira a ser
identificada, sendo que atualmente se conhece dois tipos: a RVEL e a
RVE2. Diversos estudos, tanto in vitro como in vivo demonstraram um
importante papel da RvEL em inibir a atividade de diversas células em
concentracBes na faixa de nanogramas, como a transmigracdo e a
quimiotaxia de neutrdfilos, inibicdo da producdo e sintese de diversas
citocinas pro-inflamatérias em células dendriticas e ativacdo da
fagocitose de leucocitos polimorfonucleares (PMNs) apoptdticos por
macrdéfagos, entre outras (CAMPBELL et al., 2007; SEKI et al., 2009).
Em adigcdo a estes resultados obtidos in vitro, observou-se um efeito
protetor da RVEl in vivo quando avaliada em diversos modelos
inflamatoérios, como na doenca inflamatoria intestinal (ARITA et al.,
2005b), periodontite (HASTURK et al., 2006) e asma (HAWORTH et
al., 2008). Recentemente, foi descoberto que as a¢fes da RvEL ocorre
devido a ativacdo de receptores especificos com sete dominios
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transmembrana acoplados a proteina G, como o receptor ChemR23
(ARITA et al., 2005a), e que também atua como agonista do receptor de
LTB,4, 0 BLT1. Desta forma, a RvE1 compete com o LTB, pela ligagdo
ao receptor BLT1 para produzir os seus efeitos anti-inflamatorios e pro-
resolucdo (ARITA et al., 2007).

Com relacdo a RvE2, sua identificacdo e isolamento foram
realizados bem recentemente, o que justifica a menor quantidade de
estudos com esta molécula quando comparado a RvVEL. Estes estudos, no
entanto, demonstraram que a RvE2 também apresenta inibi¢cdo potente
da migragdo de PMNs, bem como efeitos anti-inflamat6rios marcantes
em modelo animal de peritonite induzida por zimozan (TJONAHEN et
al., 2006; OGAWA et al., 2009). Assim, estes e outros estudos
adicionais vém demonstrando que as duas resolvinas da série E podem
ser as responsaveis pelos efeitos benéficos observados em varias
doencas humanas a partir da suplementacdo na dieta com &cido graxos
-3, como o0 EPA.

Com relacdo ao grupo das resolvinas da série D, ja foram
identificados 4 membros: RvD1 a RvD4. Apesar de se saber que estes
mediadores sdo formados a partir do acido DHA na presenca das
enzimas LOXs, apenas a via de sintese da RvD1 foi estabelecida (SUN
et al., 2007). Assim, a biossintese da RvD1 envolve uma série de
reacOes de oxigenacdo pela 15-LOX e 5-LOX (KOHLI e LEVY, 2009).
Inicialmente, foi demonstrado que a RvD1 é um potente inibidor do
trafego de leucdcitos induzido por TNF-o no modelo de peritonite
induzida por zimozan (HONG et al., 2003). Ainda, neste mesmo
trabalho foi observado que a RvD1 também inibe a produgdo de IL-1p
em células gliais humanas quando estimuladas com TNF-o. No modelo
de isquemia cerebral seguida de reperfusdo, a RvD1 mostrou ser um
potente neuroprotetor por inibir tanto a infiltragdo de leucdcitos quanto a
indugdo do fator de transcricdo NF-xB e da enzima COX-2
(MARCHESELLI et al., 2003). Quando avaliada em outros modelos
animais, como na isquemia/reperfusdo renal e peritonite, a RvD1
apresentou varios efeitos anti-inflamatorios como, por exemplo, a
inibicdo do infiltrado de PMNs (DUFFIELD et al., 2006; SUN et al.,
2007). Ainda, Spite e colaboradores (2009) demonstraram que a RvD1
foi capaz de diminuir o nimero de leucécitos e a producdo de
prostandides em um modelo de estresse oxidativo em camundongo.
Todos estes trabalhos em conjunto enfatizam os efeitos anti-
inflamatorios e pro-resolucdo da RvD1, assim como evidenciado para a
RVEL.
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Quanto ao segundo membro da familia das resolvinas, a RvD2,
apenas recentemente a sua estereoquimica e seus efeitos in vitro e in
vivo foram avaliados. Desta forma, a RvD2 demonstrou agdes potentes
no modelo de peritonite induzida por zimozan, no qual reduziu
significativamente o infiltrado de PMN quando empregada na ordem de
picogramas. Ainda, em um modelo animal de sepse microbiana, a RvD2
diminuiu a produgéo excessiva de citocinas, bem como o recrutamento
de neutrdéfilos, a0 mesmo tempo que aumentou as células mononucleares
na cavidade peritoneal e a fagocitose por macrofagos, prevenindo a
letalidade induzida por sepse (SPITE et al., 2009). Recentemente, foi
identificado que a RvD1 pode se ligar a dois tipos de receptores com
sete dominios transmembrana acoplados a proteina G: o receptor
ALX/FRP2 (receptor de LXA;) e o receptor Orfio GPR32
(KRISHNAMOORTHY et al., 2010), promovendo, desta forma, o0s
efeitos pro-resolugdo atribuidos a estes mediadores lipidicos.

Dentre os estudos que avaliaram a suplementacdo de dieta com
PUFAs ®-3, um estudo em particular conduzido pelo Gruppo Italiano
per lo Studio della Sopravvivenza nell’Infarto miocardico (GISSI)
mostrou uma diferenca clinicamente significativa na taxa de morte,
incidéncia de infarto do miocardio e de derrame nos pacientes avaliados
(GISSI INVESTIGATORS, 1999). Uma andlise mais detalhada deste
estudo mostrou que um dos grupos estava sendo tratado com PUFAs ®-
3 conjuntamente com aspirina. Porém, ndo houve uma explicagdo do
mecanismo observado para o efeito benéfico da aspirina na presenga
destes PUF As ®-3 neste estudo.

Além da descoberta dos medidores lipidicos pro-resolucéo
mencionados anteriormente (p.ex.: Rvs da série D), a analise lipiddmica
do exsudato obtido durante a fase de resolugdo da inflamacéo de animais
submetidos a inflamacdo aguda e que foram tratados adicionalmente
com aspirina e DHA, mostrou a presenca de compostos ndo descritos
previamente, 0s quais apresentaram potentes atividades anti-
inflamatérias (SERHAN et al., 2002). Estes compostos foram descritos
como resolvinas desencadeadas pela aspirina, do inglés aspirin-
triggered resolvins (AT-Rvs), sendo que também foram identificados 4
membros desta familia: AT-RvD1 a AT-RvD4 (SERHAN et al., 2004;
SERHAN, 2007) (Figura 2).

O mecanismo de acdo da aspirina envolve uma acetilacdo
irreversivel no sitio ativo da COX-2, inibindo somente a atividade de
oxidase, sendo que a atividade de peroxidase da mesma permanece
inalterada (VANE et al., 1998). Assim, mesmo na presenca da aspirina,
a enzima COX-2 permanece funcional, onde a producéo de eicosandides
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Figura 2. Via de biossintese das resolvinas (17R) da série D formadas na presenga
da aspirina. A série de resolvinas 17R é produzida a partir do DHA na presenca da
aspirina. Células endoteliais humanas que expressam COX-2 tratadas com aspirina
transforma o DHA em 17R-HDHA (17(R)HDoHE). PMN humanos podem, por sua
vez, através da interagdo transcelular, converter 17R-HDHA em dois intermediarios
via 5-LOX, sendo que cada um destes intermediérios é rapidamente transformado
em dois intermediarios epoxidos, 7(8)-epoxido (a esquerda) e 4(5)-epdxido (a
direita). Estes termediarios epdxidos sofrem epoxidacdo e hidrélise enzimaticas,
originando AT-RvD1 a AT-RvD4. (Adaptado de Serhan, 2007).
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esta inibida (atividade de oxidase da COX-2), mas a ativacdo de uma via
alternativa (atividade de peroxidase da COX-2) promove a conversdo do
acido DHA em um intermediério, o 17R-HDHA ou 17(R)HDoHE
(SERHAN et al., 2002). Este, por sua vez, pode sofrer oxigenagdo
sequencial pela 5-LOX, rea¢des de epoxidacdo e hidrolise enzimatica,
resultando na producéo da resolvina AT-RvD1 (SERHAN et al., 2002;
SERHAN et al., 2008).

Assim como a RvD1, a AT-RvD1 também apresenta agdes anti-
inflamatorias in vivo. Quando avaliada no modelo animal de peritonite, a
AT-RvD1 diminui a infiltracdo de PMN no local inflamado, efeito este
dependente da dose, sendo que esta inibicdo foi observada na ordem de
nanogramas (SUN et al., 2007). Além disso, tanto a RvD1 quanto a AT-
RvD1 sédo igualmente eficazes em diminuir o infiltrado de leucdcitos,
porém a AT-RvD1 parece ser mais resistente a atividade de enzimas
inativadoras, como a 15-prostaglandina desidrogenase/eicosandide
oxiredutase (EOR) (SUN et al., 2007). Estes resultados avaliados em
conjunto com os dados obtidos pelo grupo GISSI sugerem que a
suplementacdo com acidos graxos ®-3 na presenca de aspirina direcione
para a formagédo das resolvinas desencadeadas pela aspirina (AT-Rvs),
concomitantemente com a inibicdo da via das PGs e TXs. Ainda, as
novas descobertas a respeito da producdo ativa destes mediadores
durante a resolugdo do processo inflamatério revelam um novo
mecanismo de acdo pelo qual a aspirina apresenta o seu efeito anti-
inflamatério: ela ndo somente inibe a producdo de mediadores pré-
inflamatdrios, como também ativa uma via de biossintese de mediadores
responsaveis por estimular a resolugdo do processo inflamatério e
restaurar a homeostasia tecidual.

Com base nos estudos citados anteriormente, pode ser
evidenciado que a grande maioria destes avaliaram o potencial anti-
inflamatoério dos mediadores lipidicos prd-resolucdo em varios modelos
animais. No entanto, somente alguns investigaram se estes medidores
apresentam, além do potencial anti-inflamatério, um potencial de inibir
a dor (SVENSSON et al., 2007; XU et al., 2010; BANG et al., 2010).
Além disso, nenhum estudo até entdo investigou o potencial do
precursor de resolvinas da série D 17(R)HDoHE e da resolvina AT-
RvD1 em inibir a dor e o processo inflamatdrio articular. Desta forma,
novas terapias com maior eficdcia ou ainda que apresentem menos
efeitos colaterais sdo necessarias para o tratamento da dor de origem
inflamatéria, como a dor articular presente em pacientes com artrite, e as
resolvinas vem demonstrando ser moléculas bastante promissoras na
terapia na dor articular.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo geral

Avaliar através de estudos farmacoldgicos, de biologia molecular
e de imunoistoquimica, o potencial efeito anti-hiperalgésico e anti-
inflamatorio de mediadores lipidicos prd-resolugdo em um modelo de
artrite induzida por adjuvante (AlA) em ratos.

2.2. Objetivos especificos

e Avaliar o efeito do tratamento preventivo e terapéutico com o
precursor de resolvinas da série D, 17(R)HDoHE, administrado
por via sistémica e local, sobre a génese e a manutencdo da
hiperalgesia mecénica e térmica, bem como o efeito do
tratamento terapéutico sistémico com a resolvina AT-RvD1
sobre o desenvolvimento da hiperalgesia mecénica induzida por
AlA em ratos.

e Investigar o efeito do tratamento terapéutico repetido com o
precursor 17(R)HDoHE ou com a resolvina AT-RvD1 sobre a
manutencdo da hiperalgesia mecéanica induzida por AIA em
ratos.

e Comparar o potencial anti-hiperalgésico do precursor
17(R)HDoHE com drogas classicas utilizadas na clinica sobre a
hiperalgesia mecanica induzida por AIA em ratos.

o Auvaliar o efeito do tratamento terapéutico Unico e repetido com
o precursor 17(R)HDoHE sobre o desenvolvimento dos sinais
clinicos no modelo de AIA em ratos.

o Determinar o efeito do tratamento terapéutico repetido com o
precursor 17(R)HDoHE sobre os niveis das citocinas pro-
inflamat6rias TNF-o e IL-1P na medula espinhal e no tecido da
pata traseira, bem como a expressdo (proteina e RNAm) do
fator de transcricdo NF-kB e da enzima COX-2 na medula
espinhal e no ganglio da raiz dorsal (GRD) de ratos submetidos
a AlA.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Animais

Ratos machos Wistar Hannover, pesando entre 180 e 250 g,
foram criados no Biotério Setorial do Laboratério de Farmacologia
Experimental, sob coordenacdo do Prof’. Jodo Batista Calixto, na
Universidade Federal de Santa Catarina. Os animais foram mantidos sob
temperatura (22 + 2°C) e umidade (60-80%) controladas e sob um ciclo
claro-escuro de 12:12 h. Racéo e &gua foram fornecidos ad libitum,
exceto durante os experimentos. Os animais foram ambientados ao
laboratério por pelo menos 1 h antes dos procedimentos experimentais,
os quais foram realizados entre as 8 e 18 h. Todos 0s experimentos
foram realizados de acordo com as diretrizes atuais de cuidados com os
animais de laboratorio e com as diretrizes éticas para investigacdo de
dor experimental em animais conscientes (ZIMMERMANN, 1983). O
ndmero de animais e a intensidade do estimulo nocivo utilizado foram
0S minimos necessarios para demonstrar os efeitos dos tratamentos com
as drogas. Todos os protocolos foram aprovados pelo Comité de Etica
da Universidade Federal de Santa Catarina (CEUA) (Protocolo
043/CEUA/PRPe/2008).

3.2.Inducdo da dor inflamatéria e artrite induzida pelo Adjuvante
Completo de Freund (CFA)

O protocolo para a indugdo da dor inflamatéria e artrite
experimental foi realizado de acordo com a metodologia proposta por
Stein e colaboradores (1988). Inicialmente, os animais foram
anestesiados com uma mistura de isoflurano e oxigénio (2,5%-2,5%) e
apés os animais foram tratados com o Adjuvante Completo de Freund
(CFA) emulsificado em solugdo salina tamponada (PBS). A emulsdo
CFA:PBS foi feita em uma razdo 1:1 pelo método da extrusdo pela
seringa, sendo que duas seringas foram conectadas por uma torneira de 3
vias até a obtencdo de uma emulsdo estavel (~ 5 min). Vale ressaltar que
cada ml de CFA é composto por 0,85 ml de 6leo de parafina e 0,15 ml
de monooleato de manida e 1 mg de Mycobacterium tuberculosis
desidratada e inativada por calor. Cada animal recebeu um total de 200
ul da emulsdo na superficie plantar da pata traseira direita (pata
ipsilateral). Este modelo de artrite induzida por adjuvante (AIA) permite
avaliar tanto a dor inflamatéria aguda como a reacdo inflamatéria
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cronica caracteristica da artrite (BENDELE, 2001; NAGAKURA et al.,
2003; KANNAN et al., 2005).

3.3. Avaliacéo do comportamento nociceptivo

3.3.1. Resposta de retirada da pata traseira induzida por filamentos
de von Frey

A hiperalgesia mecénica induzida por AIA foi avaliada de
acordo com a metodologia descrita previamente por Nagakura et al.
(2003), com algumas modificagdes. Os animais foram colocados
individualmente em caixas de acrilico transparente (13,8 cm x 18,0 cm X
68,2 cm) dispostas sobre plataformas de malha de arame (23,0 cm x
39,8 cm x 72,7 cm) para permitir 0 acesso a superficie plantar de ambas
as patas traseiras. Os animais foram ambientados por pelo menos 1 h
antes do teste comportamental. A frequéncia da resposta de retirada da
pata [estimada em porcentagem (%)], foi quantificada frente a 10
aplicacdes do filamento de VVon Frey de 8,0 g (filamentos de von Frey,
Stoelting, E.U.A.) com duracdo de aproximadamente 3 s cada. O
estimulo foi aplicado na superficie plantar de cada pata traseira
separadamente. A resposta nociceptiva foi avaliada na fase aguda (1h-
24h e 72h), sub-crénica (14 dias) e cronica (30 dias) apés a inducao da
AlA. Todos os grupos foram avaliados antes da injecdo de CFA para se
determinar o limiar mecénico basal.

3.3.2. Avaliacao do limiar nociceptivo térmico

A hg)eralgesia térmica da pata traseira foi avaliada utilizando o
teste Plantar™ (Ugo Basile, Italia) de acordo com a metodologia descrita
inicialmente por Hargreaves et al. (1988). Resumidamente, os ratos
foram ambientados ao equipamento, o qual consiste de caixas
individuais Perpex® dispostas sobre uma mesa de vidro. Uma fonte
radiante de calor infravermelho (40 W) foi direcionada a superficie
plantar da pata traseira e 0 tempo gasto para o animal retirar a pata
traseira foi definido como a laténcia de retirada da pata (s). Um valor
limite maximo de 20 s foi estabelecido para evitar o dano tecidual. O
equipamento foi calibrado para resultar em uma laténcia de retirada da
pata de aproximadamente 15 s em ratos naive.



21

3.4. Avaliacdo dos parametros da doenca: edema de pata, edema
articular e rigidez articular

3.4.1. Edema de pata e edema articular

O edema, ou seja, 0 aumento no volume das patas, tanto direita
(ipsilateral) quanto esquerda (contralateral) foi avaliado utilizando um
Pletismometro® (Ugo Basile, Italia). A quantificacido do edema foi
realizada antes e ap6s a injecdo i.pl. de CFA, bem como em varios
intervalos de tempo em resposta ao tratamento Gnico com 17(R)HDoHE
(0 a 30 dias, a cada 3 dias) ou apds o tratamento repetido (0 a 20 dias, a
cada 2 dias). Além disso, o edema da articulagdo tibio-tarsal (tornozelo)
foi medido utilizando-se um paquimetro manual orientado no plano
médio-lateral na altura da linha da articulagdo (MCDOUGALL et al.,
2009), realizando minima compresséo da articulagdo. Este parametro foi
avaliado em triplicata e o valor médio foi utilizado como o indice de
edema articular.

3.4.2. Rigidez articular

A rigidez articular foi avaliada de acordo com a metodologia
descrita previamente por Nagakura et al. (2003). Deste modo, o
movimento de flexdo e extensdo da articulagdo tibio-trasal (tornozelo)
foi realizado uma vez em cada dire¢cdo e um escore de rigidez articular
foi atribuido como segue: escore 0, sem restricdo de movimento; escore
1, restrigdo do movimento de flexdo ou extensdo; ou escore 2, restrigdo
do movimento de flex&o e extenséo.

3.5. Quantificacdo dos niveis de citocinas

Para avaliar se os mediadores pro-resolucdo 17(R)HDoHE e
AT-RvD1 poderiam modular os niveis de citocinas pré-inflamatérias, 0s
animais foram sacrificados por decapitacdo e tiveram o tecido da
superficie plantar da pata traseira e a medula espinhal lombar (L4-L5)
coletados 4 h apds o término do tratamento terapéutico repetido com o
precursor 17(R)HDoHE (300 ng/i.p., por 5 dias, 1 vez ao dia), com a
resolvina AT-RvD1 (100 ng/i.p., por 4 dias, 2 vezes ao dia) ou com
veiculo (PBS). Os tecidos foram congelados em nitrogénio liquido e
estocados a -70 °C para posterior analise.

Desta maneira, 0s niveis das citocinas pro-inflamatorias fator de
necrose tumoral alfa (TNF-o) e interleucina 1 beta (IL-1B) foram
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determinados como descrito previamente (MANJAVACHI et al., 2010).
Para o preparo das amostras, os tecidos foram homogeneizados em
tampdo fosfato contendo Tween 20 0,05 %, fluoreto de
fenilmetilsulfonil (PMSF) 0,1 mM, cloreto de benzetdnio 0,1 mM, &cido
etilenodiamino tetracético (EDTA) 10 mM e aprotinina A 20 Ul. Em
seguida, o homogenato foi centrifugado a 7.000 x g por 10 min e o
sobrenadante obtido foi armazenado a - 70 °C até 0 momento da analise.
Os niveis das citocinas foram determinados utilizando-se kits prdprios
de ELISA (Enzyme Linked Imunosorbent Assay) de acordo com as
recomendagfes do fabricante (R&D Systems, E.U.A.). A dosagem de
proteinas das amostras foi realizada segundo o método descrito por
Bradford (1976). Os resultados foram expressos em concentracdao de
citocinas por miligrama de proteina.

3.6. Ensaio de imunoistoquimica
3.6.1. Preparo das amostras

A fim de avaliar os possiveis mecanismos envolvidos nas a¢6es
anti-hiperalgésicas do precursor 17(R)HDoHE, investigou-se se o
mesmo poderia modular a ativacdo do fator de transcri¢cdo nuclear kapa
B (NF-xB) e a expressdo da enzima ciclooxigenase-2 (COX-2) no
ganglio da raiz dorsal (GRD) e na medula espinhal de animais
submetidos a AlA. Desta forma, diferentes grupos de animais foram
tratados de forma sistémica (i.p.) com 17(R)HDoHE (300 ng/sitio) ou
com veiculo (PBS) 3 dias apds a inducdo de AIA. Em seguida, 4 h apds
o tratamento, 0 GRD e a medula espinhal foram coletados, processados
e avaliados através da técnica de imunoistoquimica quanto a
imunoreatividade para os anticorpos contra NF-kB e COX-2.

Para isso, os animais foram anestesiados com hidrato de cloral
7% (8 ml/kg, i.p.) e ap6s anestesia profunda foram submetidos a
perfusdo com paraformaldeido (PFA) 4% em PBS. Em seguida, tanto a
medula espinhal quanto os GRD da regido lombar (L4-L5) foram
coletados e fixados em PFA 4% por 24 h, sendo mantidos em etanol
70% até o processamento para inclusdo da amostra. Antes da inclusdo
em parafina, os tecidos foram desidratados com concentracdes
crescentes de etanol (EtOH 70%, 80%, 90% e EtOH absoluto) e, em
seguida, mantidos em xilol por 30 min, em 2 etapas de 3° min cada
(etapa de clareamento ou diafanizacdo). Logo apds, os tecidos foram
mantidos em parafina liquida (56-60°C), por 3 h, e entdo incluidos em
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parafina (montagem do bloco de parafina para a realizagdo dos cortes
histol6gicos).

Os cortes histoldgicos, com espessura de 5 um, foram feitos em
um micrétomo (Leica Co., E.U.A.) e dispostos sobre laminas silanizadas
para posterior realizacdo da reacdo de imunoistoquimica. Para tanto, as
laminas contendo os cortes histologicos foram colocadas em estufa (~
70 °C) até a completa fusdo da parafina. Em seguida, os cortes
histolégicos foram desparafinizados em xilol e hidratados com
concentragGes decrescentes de etanol (etanol absoluto, EtOH 90%, 80%
e 70%). Apos, realizou-se o blogueio da atividade da peroxidase
enddgena para evitar a ocorréncia de reacdes inespecificas e descartar a
geracdo de resultados falso-positivos. Assim, as laminas foram
colocadas em uma solucéo de peroxido de hidrogénio (H,02) 1,5% em
metanol absoluto (v/v) por 20 minutos, sendo o excesso de H,0,
retirado em um banho com &gua destilada. A seguir, os cortes foram
submetidos a reativagdo antigénica com a finalidade de se recuperar os
sitios antigénicos mascarados pela fixagdo em PFA 4% e inclusdo do
tecido em parafina. Desta forma, preparou-se uma solucdo tampéo
contendo 180 ml de &cido citrico 0,1 M e 820 ml de citrato de sédio 0,1
M, pH 6,0, a qual foi diluida na propor¢éo de 1:10 em agua destilada. As
laminas foram imersas nesta solu¢do e mantidas em banho-maria (95-98
°C), por 45 minutos. Apds o periodo de reativacdo antigénica pelo calor,
as laminas foram retiradas do banho-maria, mantidas durante 20 minutos
em temperatura ambiente, lavadas em agua destilada e submersas em
solucdo de PBS.

3.6.2. Reacdo de imunoistoquimica

Apds o preparo das amostras como descrito no subitem anterior,
a reacdo de imunodeteccdo foi realizada utilizando anticorpos primarios
especificos para os marcadores de interesse: o anticorpo policlonal de
coelho anti-COX-2 (dilui¢do 1:500) (#4842; Cell Signaling Technology,
E.U.A)) e o anticorpo monoclonal de camundongo anti-p-p65 do fator
de transcricdo NF-kB (diluicdo 1:50) (sc-372, Santa Cruz, E.U.A.). Os
cortes histoldgicos foram incubados com os anticorpos diluidos como
descrito acima e mantidos em camara Umida em temperatura de 2-8 °C
por 12-16 h. Apds o periodo de incubacgdo, as laminas foram lavadas
com tampdo PBS em temperatura ambiente. Em seguida, as laminas
foram incubadas com anticorpo secundario anti-lgG/IgM conjugado
com um polimero de peroxidase (EnVision Plus; Dako Cytomation) em
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camara Umida por 1h em temperatura ambiente. Posteriormente, 0
excesso do anticorpo secundério foi retirado dispondo as Iaminas duas
vezes em PBS em temperatura ambiente, por 5 min cada. A reagdo
colorimétrica foi realizada utilizando-se o kit comercial Dako
Cytomation, o qual consiste de uma solu¢do de cromogeno 0,05 % de
3,3"-diaminobenzidina (DAB: 3,344 -
tetraaminobifeniltetrahidrocloreto) e 0,3 % de H,O, em PBS. O tempo
de incubacdo dos cortes com a solugdo de cromdgeno foi padronizado
em 60 s, sendo que apds este periodo as laminas foram imersas em agua
destilada. Em seguida, foi realizada a contra-coloragdo das Idminas em
solucdo de hematoxilina de Harris por 30 s e ap0s desidratagdo em
concentracOes crescentes de etanol (EtOH 70%, 80%, 90% e EtOH
absoluto), diafanizagdo em xilol e fixagdo das laminulas com Entellan®
(Merck, Brasil). Em cada ensaio realizou-se um controle negativo na
auséncia do anticorpo primario.

As imagens foram obtidas utilizando-se uma camera digital
(Sight DS-5M-L1, Nikon, E.U.A.) conectada a um microscopio 6tico
(Eclipse 50i, Nikon, E.U.A.). Os ajustes para a aquisicdo das imagens
foram iguais para todos os grupos considerando o mesmo marcador.
Cinco campos por corte (5 ratos por grupo) em um aumento de 400x
foram capturados do ganglio da raiz dorsal (GRD) e das regides
superficiais (Iaminas | e I1) e das Iaminas V e VI do corno da raiz dorsal
da medula espinhal, regides associadas primariamente com a terminagéo
de fibras nociceptivas aferentes primarias. As imagens obtidas foram
analisadas utilizando-se o software NIH Image]J 1.36b (National
Institute of Health, E.U.A.). A reagdo positiva foi evidenciada pelo
surgimento da coloracgdo castanha no local da marcacdo dos anticorpos.
Para todas as analises, a intensidade total de pixels foi determinada e os
dados foram expressos como densidade 6tica (D.O.) utilizando o
aumento de 400x. O nucleus propius (laminas 111 e IV) e o corno ventral
da medula espinhal ndo foram avaliados.

3.7. PCR em tempo real
3.7.1. Extracdo do RNA

Os animais dos diferentes grupos, ou seja, animais que
receberam veiculo, animais controle ndo tratados e animais tratados
foram sacrificados por decapitacdo. Os animais foram tratados com o
precursor de resolvinas da série D, 17(R)HDoHE (300 ng/i.p.), 3 dias
apos a inducdo de AIA, sendo que 4 h apds o tratamento a medula
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espinhal (L4-L5) e os ganglios da raiz dorsal (L1-L5) foram removidos,
congelados em nitrogénio liquido e estocados a -70 °C. Para a extracdo
do RNA total, os tecidos foram homogeneizados em 500 uL de TRIzol®
(Invitrogen, Brasil), conforme as instrugdes do fabricante. Apos a
homogeneizagdo dos tecidos, foi feita a adi¢do de 200 pL de
cloroférmio seguido de agitacéo e centrifugacdo (10.000 rpm, 15 min., 4
°C). O sobrenadante obtido da centrifugacdo corresponde a fragéo rica
em RNA, a qual foi transferida para um tubo, seguido da adi¢do de 500
uL de alcool isopropilico. Apos, a mistura foi mantida em repouso em
temperatura ambiente por 10 min e entdo submetida a centrifugacdo a
10.000 rpm, 10min, a 4 °C. Nesta etapa, o sobrenadante foi descartado,
sendo que o precipitado obtido foi ressuspenso em 1 mL de etanol 4 °C.
Em seguida, a amostra foi submetida & nova centrifugacdo a 5.000 rpm,
5 min., 4 °C, o sobrenadante desprezado e o precipitado resultante
contendo RNA foi ressuspenso em 4gua ultra pura. A concentracdo e a
pureza do RNA foram determinadas no aparelho NanoDrop 1100
(NanoDrop Technologies, E.U.A)). As amostras de RNA foram
armazenadas a -70 °C até o momento do uso.

3.7.2. Preparo do DNA complementar (Reagcdo da Transcriptase
Reversa)

Para se avaliar a expresséo do RNAmM para o fator de
transcricdo NF-xB e para a enzima COX-2, tanto na medula espinhal
guanto do GRD de ratos, foi realizada a preparagdo do DNA
complementar (DNACc) a partir da atividade da enzima transcriptase
reversa seguida da reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (RT-
PCR). Desta forma, para a confeccdo do DNAc 2 ug de RNA total
foram incubados com 1 pL de Oligo dT 15, 1 uL do mix de dNTP (10
mM), e 10 uL com agua ultra pura. Este meio de reacdo foi aquecido a
65 °C, por 5 min, resfriado a 4 °C, por 5 min e, em seguida, adicionou-se
4 pL de tampdo de primeira fita (Tris-HCI 250 mM, pH 8,3; KCI 375
mM e MgCI2 15 mM), 2 pL de DTT (0,1 mM) e 1uL de inibidor de
RNase (2500 U) incubando-se a 37 °C, por 2 min. Posteriormente, a
reacdo foi iniciada pela adi¢do de 1pL da enzima M-MLV (200 U) a 37
°C, por 50 min. A reacdo foi interrompida aumentando-se a temperatura
para 75 °C, por 15 minutos. O DNAc obtido foi armazenado a 4°C até a
realizacdo da reacdo de PCR em tempo real.
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3.7.3. Reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (RT-PCR)

Para a realizacdo da reacdo em cadeia da polimerase em tempo
real, o DNAc (300 ng) foi amplificado em duplicata utilizando o kit
Master Mix TagMan® Universal PCR com sondas especificas para
ratos, com marcacdo 3’quencher MGB e FAM para COX-2
(Rn00568225_m1), NF-xB  (Rn01399583 ml) e  p-actina
(Rn00667869_m1) de rato, sendo que a P -actina foi utilizada como
controle enddgeno para normalizagdo. A reacdo de PCR foi realizada em
multiplex em uma placa de reagdo Optica de 96 pogos (Applied
Biosystems, E.U.A.). O meio de reagdo consistia em: 1 uL de DNAc, 5
pL de Master mix, 0,5 uL da sonda especifica juntamente com o
controle endégeno e 3,5 L de &gua ultra pura, resultando em um
volume final de 10 pL. As rea¢des de amplificacdo foram realizadas em
um termociclador (StepOne Plus, Applied Biosystems, E.U.A.) para 50
ciclos. Os parametros do termociclador foram os seguintes: 50 °C por 2
min, 95 °C por 10 min, 50 ciclos a 95 °C por 15 s e 60 °C por 1 min. A
fluorescéncia foi registrada a cada ciclo de amplificacdo e os dados
foram analisados utilizando o método para 2-AACT para a
quantificacao relativa.

3.8. Protocolo geral de tratamento com os mediadores pro-resolucéo

De acordo com cada protocolo experimental, diferentes grupos
de animais foram tratados com os mediadores pro-resolucéo
(17(R)HDoHE ou AT-RvD1), antes ou apds a inducdo da artrite, e
foram avaliados quanto ao potencial em modular a dor inflamatéria no
modelo de artrite induzida por adjuvante (AlA). Adicionalmente,
diferentes periodos de tempo foram escolhidos com o intuito de avaliar
o efeito dos mediadores prd-resolucdo na instalacdo da hiperalgesia
mecanica e térmica associada a AlA, assim como na manutencdo do
quadro hiperalgésico, ou seja, quando a hiperalgesia ja estava presente.

Para avaliar o potencial efeito preventivo do precursor
17(R)HDoHE sobre a dor inflamatéria, foi estabelecido o pré-tratamento
sistémico intraperitoneal (i.p.) 30 min (300 ng/i.p.) antes da inducdo de
AlA, sendo que a hiperalgesia mecanica e térmica foram avaliadas entre
0,5 e 24 h apds o tratamento (Figura 3).
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Tempo

4
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17(R)HDoHE Indugdo AlIA  Avaliagdo hiperalgesia mecanica e térmica
(300 ng/i.p.)

Figura 3. Protocolo de tratamento preventivo com o precursor 17(R)HDoHE. Trinta
minutos antes da indugdo da artrite induzida por adjuvante (AlA), os animais
receberam uma injegdo intraperitoneal (i.p.) do precursor de resolvinas da série D,
17(R)HDoHE (300 ng/i.p.), e a hiperalgesia mecanica e térmica foram avaliadas
entre 0,5 e 24 h apds a inducéo.

Em seguida, a fim de avaliar o possivel efeito terapéutico do
precursor 17(R)HDoHE no periodo inflamatério agudo, os animais
receberam um (nico tratamento intraplantar (i.pl.) ou i.p. com o
precursor 17(R)HDoHE (3, 30 ou 100 ng/i.pl. ou 300 ngfi.p.,
respectivamente) trés dias apds a indugdo de AIA, onde um quadro
inflamatorio e nociceptivo agudo ja se encontra estabelecido (Figura 4).

Tempo

dia0 dia3 0,5-24h

‘y i KX E X

Indugdo AIA 17(R)HDoHE Avaliagdo hiperalgesia mecanica e térmica
(3,30 ou 100 ng/i.pl.
ou300ng/i.p.)

Figura 4. Protocolo de tratamento terapéutico com o precursor 17(R)HDoHE. Trés
dias apds a inducdo da artrite induzida por adjuvante (AlA), os animais receberam
uma injecdo intraplantar (i.pl.) ou intraperitoneal (i.p.) do precursor de resolvinas da
série D, 17(R)HDoHE (3, 30 ou 100 ng/i.pl. ou 300 ng/i.p., respectivamente), e a
hiperalgesia mecanica e térmica foram avaliadas entre 0,5 e 24 h ap6s o tratamento
i.p. e a hiperalgesia mecanica foi avaliada entre 0,5 e 6 h apds o tratamento i.pl..
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Em outro protocolo experimental, também foi avaliado o efeito
terapéutico da resolvina formada na presenca da aspirina, AT-RvD1
(100 ou 300 ngfi.p.), sobre a hiperalgesia mecanica, sendo administrada
3 dias apos a inducéo de AlA (Figura 5).

Tempo

A 4

dia0 dia3 1-8h

+ * N E R X,

Indugdo AIA AT-RvD1 Avaliagdo hiperalgesia mecanica
(100 ou 300 ng/i.p.)

Figura 5. Protocolo de tratamento terapéutico com a resolvina AT-RvD1. Trés dias
apo6s a inducdo da artrite induzida por adjuvante (AlA), os animais receberam uma
injecdo intraperitoneal (i.p.) da resolvina formada na presenca da aspirina, AT-RvD1
(100 ou 300 ng/i.p.), e a hiperalgesia mecanica foi avaliada entre 1 e 8 h apds o
tratamento.

O efeito do tratamento repetido com os mediadores lipidicos
17(R)HDoHE ou AT-RvD1 também foi avaliado sobre a hiperalgesia
mecéanica no processo inflamatério agudo. Assim, os animais foram
tratados com o precursor 17(R)HDoHE (300 ng/i.p.; 5 dias, 1 vez ao
dia) ou com a resolvina AT-RvD1 (100 ng/i.p.; 4 dias, 2 vezes ao dia) e
a hiperalgesia mecéanica foi avaliada até o término do tratamento (Figura
6).
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Figura 6. Protocolo de tratamento repetido terapéutico com 17(R)HDoHE ou AT-
RvD1. Trés dias ap6s a indugdo da artrite induzida por adjuvante (AlA), os animais
receberam uma injecdo intraperitoneal (i.p.) do precursor de resolvinas da série D
17(R)HDoHE (300 ng/i.p.), 1 vez ao dia, por 5 dias (figura superior) ou da resolvina
formada na presenga da aspirina AT-RvD1 (100 ng/i.p.), 2 vezes ao dia, por 6 dias
(figura inferior), e a hiperalgesia mecénica foi avaliada até o término dos
tratamentos.

Além de se avaliar o efeito do precursor 17(R)HDoHE e da
resolvina AT-RvD1 durante o periodo inflamatério agudo da artrite, o
potencial terapéutico do precursor 17(R)HDoHE (300, 600 ou 900
ng/i.p.) foi avaliado nas fases sub-cronica (14 dias) e crénica (30 dias)
apoés a inducdo de AIA. Nestes periodos, a dor inflamatéria induzida por
AIA se caracteriza em decorréncia do quadro inflamatério articular ja
estabelecido (Figura 7).
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Figura 7. Protocolo de tratamento terapéutico com 17(R)HDoHE no processo
inflamatorio articular sub-crénico e cronico. 14 dias (figura superior) ou 30 dias
(figura inferior) ap6s a inducdo da artrite induzida por adjuvante (AlA), os animais
receberam uma injecéo intraperitoneal (i.p.) do precursor de resolvinas da série D
17(R)HDoHE (300 ng/i.p.) e a hiperalgesia mecanica foi avaliada entre 0,5 € 24 h
apos o tratamento.

Ademais, o0 potencial anti-hiperalgésico do precursor
17(R)HDoHE foi comparado com o efeito do tratamento com drogas
cléssicas utilizadas na clinica, como a indometacina, um inibidor néo
seletivo das enzimas ciclooxigenases (COXs); a morfina, uma droga
analgésica opidide; a gabapentina, uma droga anti-epilética; e a
dexametasona, um glicocorticéide (Figura 8).
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dia0 dia3 =
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Indugdo AlA 17(R)HDoHE (300 ng/i.p.),

Avaliagdo hiperalgesia mecanica
Indometacina (5 mg/kg, i.p.),

Morfina (0,5 mg/kg, s.c.),
Gabapentina (70 mg/kg, v.0.) ou
Dexametasona (5 mg/kg, s.c.)

Figura 8. Protocolo de tratamento terapéutico com o precursor 17(R)HDoHE e com
drogas classicas. Diferentes grupos de animais foram tratados com o precursor
17(R)HDoHE (300 ng/i.p.), indometacina (5 mg/kg, i.p.), morfina (0,5 mg/kg, s.c.),
gabapentina (70 mg/kg, v.0.), dexametasona (5 mg/kg, s.c.) ou veiculo e a
hiperalgesia mecénica foi avaliada frente ao estimulo mecanico. Todas a drogas
foram administradas 3 dias ap6s a inducdo de AIA, 1h antes da avaliagdo do
comportamento nociceptivo, com excegdo da dexametasona, a qual foi administrada
4 h antes da avaliacdo comportamental.

Em todos os protocolos experimentais, o grupo controle foi
considerado o grupo de animais com AIA sem nenhum tipo de
tratamento adicional.

3.9. Drogas e Reagentes

O precursor de resolvinas da série D 17(R)HDoHE [&cido
17(R)-hidréxi-42,72,102,13Z,15E,17R,19Z-docosahexaendico] e a
resolvina D1 formada na presenca da aspirina AT-RvD1 (acido
7S,8R,17R-trihidréxi-4Z,9E,11E,13Z,15E,19Z-docosahexaendico)
foram obtidos da Cayman Chemicals (Ann Arbor, E.U.A.). O Adjuvante
Completo de Freund (CFA), dexametasona, indometacina, gabapentina,
peroxido de hidrogénio, tetrametilbenzidina (TMB), Tween-20, Tween-
80, parafina, salina tamponada com fosfato (PBS), citrato de sdédio,
fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF), paraformaldeido, leupeptina,
aprotinina, acido etilenodiamino tetracético (EDTA) e cloreto de
benzeténio foram adquiridos da Sigma Chemical Company (St. Louis,
E.U.A)). Anticorpo policlonal anti-COX-2 foi obtido da Cell Signaling
Technology (Beverly, E.U.A.). Anticorpo policlonal anti-p-p65 NF-xB
foi obtido da Santa Cruz Biotech. Inc. (Santa Cruz, E.U.A.). Kits Duoset
para quantificacdo dos niveis de TNF-o e IL-1f foram adquiridos da
R&D Systems (Minneapolis, E.U.A.). Morfina foi obtida da Merck AG
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(Darmstadt, Alemanha). Cloreto de sddio (NaCl), fosfato de sodio
(NaPO,) e solucdo de hematoxilina de Harris foram adquiridos da
Merck & Co. (Whitehouse Station, E.U.A). Acetona, xilol, alcool etilico
e &lcool metilico foram adquiridos da LabSynth (Diadema, Brasil).
Acido citrico e citrato de sodio foram adquiridos da Merck Brasil (S&0
Paulo, Brasil). Hidrato de cloral foi adquirido da Vetec (Rio de Janeiro,
Brasil). 3,3’-diaminobenzidina (DAB) e peroxidase streptavidina-biotina
foram obtidos da Dako Cytomation (Glostrup, Dinamarca). Primers e
sondas para COX-2, NF-xB e B-actina de ratos foram adquiridos da
Applied Biosystems (Warrington, Reino Unido).

A maioria das drogas, exceto indometacina, foi diluida em
solucdo de NaCl 0,9% (p/v) (salina) antes do uso. A indometacina foi
diluida em solucéo contendo 5% de carbonato de sodio. Os animais do
grupo controle receberam o veiculo correspondente ao protocolo
experimental empregado.

3.10.  Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da
média (E.P.M.) de 5-6 animais. Os dados comportamentais foram
analisados através da analise de variancia de 2 vias (ANOVA de 2 vias)
com medida repetida, seguido pelo teste post hoc de Bonferroni. O teste
ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis foi empregado para analise dos
parametros numéricos (escore de rigidez articular). Para os dados
obtidos no teste de ELISA, reacdo de imunoistoquimica e PCR em
tempo real, foi utilizada a analise de variancia de 1 via (ANOVA de 1
via), seguido pelo teste post hoc de Bonferroni para se determinar
diferencas entre os grupos. O nivel de significancia aceito para os testes
foi de P < 0,05. Todas as andlises foram realizadas com o auxilio o
software GraphPad® 4 (E.U.A.).
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4. RESULTADOS

4.1. Influéncia do tratamento preventivo com o precursor de resolvinas
da série D, 17(R)HDoHE, sobre a hiperalgesia inflamatoria no
modelo de artrite induzida por adjuvante (AlA) em ratos

O modelo de artrite induzida por adjuvante (AlA) é um dos
modelos animais mais utilizados para se avaliar a eficacia pré-clinica de
novos agentes em potencial para o tratamento da artrite (JOE e
WILDER, 1999; HEGEN et al., 2008). Com o0 objetivo de se avaliar o
potencial do precursor de resolvinas da seérie D, 17(R)HDoHE, em
prevenir o desenvolvimento da hiperalgesia mecénica e térmica induzida
por AIA, os ratos foram pré-tratados intraperitonealmente (i.p.) com
17(R)HDoHE (300 ng/sitio) 30 min antes da indugdo de AlA. Devido ao
fato de nenhum trabalho ter avaliado, até o presente momento, o efeito
sistémico do precursor de resolvinas da série D, a escolha da dose foi
feita baseando-se em dados anteriores da literatura que trabalhou com
doses sistémicas de outras resolvinas em rato (DORNELLES et al.,
2009). No presente estudo, a administragdo intraplantar da emulséo
CFA:PBS na pata direita traseira resultou no aumento evidente da
hiperalgesia mecénica na pata ipsilateral (Figura 9A), podendo ser
observada 1 h ap6s a inducdo de AIA. De modo interessante, o pré-
tratamento sistémico com o precursor 17(R)HDoOHE resultou em
diminuicdo da hiperalgesia mecanica na pata ipsilateral 1 h ap6s o
tratamento quando comparado ao grupo controle. Além disso, o efeito
maximo observado para o precursor foi demonstrado 4 h ap6s o
tratamento, sendo que o efeito anti-hiperalgésico durou até a 6% h
(Figuras 9A e C). Com relacdo a pata contralateral, ndo foi observado
aumento significativo na frequéncia de resposta de retirada da pata
frente ao estimulo mecanico quando avaliado nas primeiras 24 h ap6s a
inducdo de AIA (Figuras 9B e D).

A inducdo de AIA também resultou em reducdo significativa da
laténcia de retirada da pata frente ao estimulo térmico (Figura 10). A
reducdo na laténcia de retirada da pata ipsilateral foi evidente logo 1 h
apoés a inducdo de AlA e este efeito foi observado por, pelo menos, 24 h
apés a inducdo (Figura 10A e C). Diferentemente do resultado
observado para a hiperalgesia mecanica, o tratamento com o precursor
17(R)HDoHE (300 ng/i.p., 30 min antes) resultou no aumento
significativo na laténcia de retirada da pata somente 2 h apdés o
tratamento, sendo que este efeito ndo foi mais observado até o
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Figura 9. O pré-tratamento com o precursor de resolvinas da série D, 17(R)HDoHE
(300 ngfi.p., 30 min antes), preveniu a inducdo da hiperalgesia mecénica na pata
traseira ipsilateral de ratos submetidos & artrite induzida por adjuvante (AlA). (A) e
(B) representam a frequéncia de reposta de retirada da pata frente ao estimulo
mecanico como medida representativa da hiperalgesia mecénica nas patas traseiras
ipsi- e contralateral, respectivamente, de ratos submetidos a AIA. (C) e (D)
representam a area sob a curva obtida da avaliacdo temporal (1-24 h) da reposta
hiperalgésica obtida em (A) e (B), respectivamente. Os resultados estdo expressos
com média = E.P.M. de 5 a 6 animais por grupo. * P < 0,05 e * P < 0,05 sio
significativamente diferentes quando comparados ao grupo tratado com veiculo e
CFA, respectivamente. B = resposta basal. A seta (¥) acima do eixo X representa o
tratamento com 17(R)HDoHE.
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Figura 10. O pré-tratamento com o precursor de resolvinas da série D,
17(R)HDoHE (300 ng/i.p., 30 min antes), preveniu parcialmente a indugdo da
hiperalgesia térmica na pata traseira ipsilateral de ratos submetidos a artrite induzida
por adjuvante (AlA). (A) e (B) representam a laténcia de retirada da pata como
medida representativa da hiperalgesia térmica nas patas traseiras ipsi- e contralateral,
respectivamente, de ratos submetidos a AlA. (C) e (D) representam a éarea sob a
curva obtida da avaliagdo temporal (1-24 h) da reposta hiperalgésica obtida em (A) e
(B), respectivamente. Os resultados estdo expressos com média + E.P.M. de 5 a 6
animais por grupo. * P < 0,05 e * P < 0,05 séo significativamente diferentes quando
comparados ao grupo tratado com veiculo e CFA, respectivamente. B = resposta
basal. A seta ({) acima do eixo X representa o tratamento com 17(R)HDoHE.
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término do periodo da avaliacdo comportamental (Figura 10A). Ainda,
pode ser observada reducdo significativa na laténcia de retirada da pata
contralateral 2 h apds a inducdo de AlA, efeito esse que foi perdurou
por, pelo menos, 24 h (Figuras 10B e D). No entanto, o tratamento com
0 precursor nao resultou no aumento significativo na laténcia de retirada
da pata quando avaliado na pata contralateral (Figuras 10B e D).

4.2. Avaliacdo do efeito do tratamento terapéutico com o precursor de
resolvinas da série D, 17(R)HDoHE, na manutencdo da hiperalgesia
mecanica e térmica no modelo de artrite induzida por adjuvante
(AIA) em ratos

Devido ao fato do precursor de resolvinas da série D
17(R)HDoHE ter sido capaz de prevenir, de maneira significativa, a
hiperalgesia mecénica e, ainda que praticamente ndo interferiu na
hiperalgesia térmica induzida por AIA em ratos, em seguida foi avaliado
se 0 precursor também seria capaz de inibir 0s mesmos parametros
quando o processo inflamatdrio ja estivesse instalado. Desta forma, 3
dias apos a inducdo de AlA, os ratos foram tratados com uma Unica dose
do precursor 17(R)HDoHE (300 ng/i.p.), e a hiperalgesia mecénica e
térmica foram avaliadas como descrito anteriormente. Quando 0s
animais foram avaliados no 3° dia ap6s a indugdo de AlA, foi observado
um aumento significativo da frequéncia de retirada da pata frente ao
estimulo mecanico, comportamento este representativo de hiperalgesia
mecanica em resposta ao processo inflamatério agudo (Figura 11A). De
modo interessante, o tratamento terapéutico com o precursor
17(R)HDoHE (300 ng/i.p.) inibiu, de maneira significativa, a
hiperalgesia mecénica, sendo este efeito observado logo 1 h apds o
tratamento (Figura 11A). Ainda, foi possivel observar que 2 h apds o
tratamento, a resposta dos animais tratados com o precursor foi similar a
resposta dos animais que receberam somente veiculo, ou seja, o
tratamento com o precursor aboliu a resposta hiperalgésica aguda, sendo
que este efeito durou até 12 h apds o tratamento (Figura 11A). A analise
da area sob a curva obtida entre 1 h e 24 h (Figura 11A) demonstrou
uma inibicdo de aproximadamente 60 % da hiperalgesia mecéanica na
pata ipsilateral dos animais tratados com 17(R)HDoHE quando
comparado com o grupo AIA (Figura 11C). Por outro lado, ndo foi
observada nenhuma resposta hiperalgésica mecénica significativa na
pata contralateral quando avaliada 3 dias ap6s a inducdo da AIA. Além
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Figura 11. O pobs-tratamento com o precursor de resolvinas da série D,
17(R)HDoHE (300 ng/i.p., 3 dias ap6s), inibiu o desenvolvimento da hiperalgesia
mecéanica na pata traseira ipsilateral de ratos submetidos a artrite induzida por
adjuvante (AIA). (A) e (B) representam a frequéncia de reposta de retirada da pata
frente ao estimulo mecanico como medida representativa da hiperalgesia mecénica
nas patas traseiras ipsi- e contralateral, respectivamente, de ratos submetidos a AlA.
(C) e (D) representam a area sob a curva obtida da avaliagdo temporal (1-24 h) da
reposta hiperalgésica obtida em (A) e (B), respectivamente. Os resultados estéo
expressos com média = E.P.M. de 5 a 6 animais por grupo. * P < 0,05 e * P < 0,05
indicam diferencas significativas quando comparados ao grupo tratado com veiculo
e CFA, respectivamente. d3 = 3° dia ap6s a indugéo de AIA. A seta () acima do
eixo X representa o tratamento com 17(R)HDoHE.
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disso, o tratamento com 17(R)HDoHE ndo alterou, de maneira
significativa, esta resposta (Figuras 11B e D).

Ademais, o efeito do tratamento local com o precursor
17(R)HDoHE (3, 30 ou 100 ng/i.pl.) na superficie plantar dos animais
também foi avaliado 3 dias apds a inducdo de AIA. Ao contrario do
tratamento sistémico, o tratamento local com o precursor de resolvinas
da série D resultou em reducdo parcial da hiperalgesia mecanica apenas
nas doses de 30 e 100 ng/i.pl., somente 1 h apds o tratamento com o
precursor, retornando aos valores observados no grupo controle nos
periodos avaliados subsequentemente (Figura 12).

Quando se avaliou a resposta hiperalgésica térmica ap6s a
instalagdo do processo inflamatério em ratos submetidos & AlA, foi
observada reducgdo significativa na laténcia de retirada da pata ipsilateral
no 3° dia apds a inducdo (Figura 13A). A andlise da area sob a curva
obtida a partir do periodo avaliado entre 1 h e 24 h da resposta
comportamental apresentou redugdo de 42% na laténcia de retirada da
pata ipsilateral de animais submetidos & AIA (Figura 13C). Porém, o
tratamento com o precursor 17(R)HDoHE (300 ng/i.p.) ndo resultou em
aumento significativo desta resposta quando comparado aos animais
submetidos a AIA (Figura 13A). De modo semelhante, foi observado
aumento significativo na hiperalgesia térmica da pata contralateral de
animais submetidos a AlA, onde também néo foi observada nenhuma
diferenca significativa no comportamento hiperalgésico dos animais
tratados com 17(R)DoHE (300 ng/i.p.) (Figura 13B e D).
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Figura 12. O pds-tratamento local com o precursor de resolvinas da série D,
17(R)HDoHE (3, 30 ou 100 ng/i.pl., 3 dias apo6s), inibiu parcialmente o
desenvolvimento da hiperalgesia mecéanica na pata traseira ipsilateral de ratos
submetidos a artrite induzida por adjuvante (AIA). (A) e (B) representam a
frequéncia de reposta de retirada da pata frente ao estimulo mecanico como medida
representativa da hiperalgesia mecanica nas patas traseiras ipsi- e contralateral,
respectivamente, de ratos submetidos a AIA. Os resultados estdo expressos com
média + E.P.M. de 5 a 6 animais por grupo. * P < 0,05 e * P < 0,05 sdo
significativamente diferentes quando comparados ao grupo tratado com veiculo e
CFA, respectivamente. d3 = 3° dia apés a indugéo de AIA. A seta ({) acima do eixo
X representa o tratamento com 17(R)HDoHE.
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Figura 13. O pos-tratamento com o precursor de resolvinas da série D,
17(R)HDoHE (300 ng/i.p., 3 dias apds), ndo inibiu o desenvolvimento da
hiperalgesia térmica na pata traseira ipsilateral de ratos submetidos a artrite induzida
por adjuvante (AlA). (A) e (B) representam a laténcia de retirada da pata como
medida representativa da hiperalgesia térmica nas patas traseiras ipsi- e contralateral,
respectivamente, de ratos submetidos & AlA. (C) e (D) representam a éarea sob a
curva obtida da avaliacdo temporal (1-24 h) da reposta hiperalgésica obtida em (A) e
(B), respectivamente. Os resultados estdo expressos com média + E.P.M. de 5 a 6
animais por grupo. * P < 0,05 é significativamente diferente quando comparados ao
grupo tratado com veiculo. d3 = 3° dia ap6s a indugéo de AIA. A seta (3) acima do
eixo X representa o tratamento com 17(R)HDoHE.
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4.3. Determinagdo do efeito do tratamento terapéutico com a resolvina
formada na presenca da aspirina, AT-RvD1, no desenvolvimento da
hiperalgesia mecénica avaliada no modelo de artrite induzida por
adjuvante (AlA) em ratos

A resolvina D1 formada na presenca da aspirina, AT-RvD1, é
um membro da classe das resolvinas da série D, sendo formada a partir
do metabolismo do precursor 17(R)JHDoHE (SERHAN et al., 2002).
Assim, o proximo objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial da
resolvina AT-RvD1 em inibir o desenvolvimento da hiperalgesia
mecanica quando o processo inflamatorio ja estivesse instalado, isto é,
no 3° dia apods a indugdo da artrite. Os dados da figura 14A mostram que
um Unico tratamento com a resolvina AT-RvD1 (100 ou 300 ng/i.p.)
reduziu significativamente a hiperalgesia mecénica logo na 12 h (dose de
300 ng/i.p.) e 22 h (100 e 300 ng/i.p.) apds o tratamento, sendo que o
efeito observado para as duas doses usadas permaneceu até a 62 h apds
os tratamentos (Figura 14A). No entanto, ndo foi observada diferenga
significativa no perfil de resposta obtido frente as diferentes doses de
AT-RvD1 testadas. A analise da &rea sob a curva demonstrou que a AT-
RvD1, nas doses de 100 e 300 ng/i.p., resultou em inibicdo de 26 e 33%,
respectivamente, da hiperalgesia mecanica (Figura 14B).
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Figura 14. O pos-tratamento com a resolvina formada na presenca da aspirina, AT-
RvD1, (100 ou 300 ng/i.p., 3 dias ap6s), reduziu o desenvolvimento da hiperalgesia
mecanica na pata traseira ipsilateral de ratos com artrite induzida por adjuvante
(AIA). (A) representa a frequéncia de reposta de retirada da pata frente ao estimulo
mecanico como medida representativa da hiperalgesia mecéanica na pata traseira
ipsilateral de ratos submetidos a AIA. (B) representa a area sob a curva obtida da
avaliacdo temporal (1-8 h) da reposta hiperalgésica obtida em (A). Os resultados
estdo expressos com média + E.P.M. de 4 a 6 animais por grupo. * P < 0,05 e * P <
0,05 sdo indicam diferenca significativa quando comparados ao grupo tratado com
veiculo e CFA, respectivamente. d3 = 3° dia ap6s a indugdo de AIA. A seta ()
acima do eixo X representa o tratamento com AT-RvD1.
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4.4. Avaliacdo do efeito do tratamento terapéutico repetido com o
precursor 17(R)YHDoHE e com a resolvina AT-RvD1l na
hiperalgesia mecé&nica no modelo de artrite induzida por adjuvante
(AIA) em ratos

A seguir, foi avaliado se o tratamento repetido sistémico com o
precursor 17(R)HDoHE ou com a AT-RvD1 resultaria em uma
diminuicdo da hiperalgesia mecénica quando iniciado 3 dias apds a
inducdo da artrite. Na figura 15A pode-se observar que o tratamento
sistémico com o precursor 17(R)HDoHE (300 ng/i.p., por 5 dias, 1 vez
ao dia, 3 dias ap6s a inducdo) inibiu, de maneira significativa, a
hiperalgesia mecénica induzida por AIA quando avaliada apds a
administracdo de uma Unica dose do precursor.

De forma interessante, apds a segunda dose de 17(R)HDoHE,
também foi observada inibicdo significativa da hiperalgesia mecénica,
sendo que os valores observados para os animais tratados atingiram
valores similares aos do grupo que recebeu apenas o veiculo (Figura
15A). Além disso, a avaliagdo da reposta hiperalgésica nociceptiva apds
cada administracdo do precursor mostrou sempre uma reducdo desta
resposta. Adicionalmente, analisando-se a &rea sob a curva obtida a
partir do grafico da figura 15A, observa-se uma inibicdo de 49% da
hiperalgesia mecéanica quando os animais foram tratados com o
precursor 17(R)HDoHE (300 ng/i.p.; por 5 dias, 1 vez ao dia) em
comparacao ao grupo tratado com CFA (Figura 15B).

No tratamento repetido com um dos produtos finais da
metabolizacao do precursor, a AT-RvD1 (100 ng/i.p.; por 4 dias, 2 vezes
ao dia, 3 dias ap6s a inducdo), verificou-se que o tratamento com a
resolvina AT-RvD1 houve reducdo significativa da hiperalgesia
mecéanica quando avaliada 3 dias ap6s a inducdo da artrite (AlA),
(Figura 16A). A analise da area sob a curva obtida a partir do grafico
representado na figura 16A permite observar inibicdo de 34% da
resposta hiperalgésica mecanica ap6s o tratamento repetido com AT-
RvD1 (Figura 16B).
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Figura 15. O tratamento repetido com o precursor de resolvinas da série D,
17(R)HDoHE (300 ng/i.p., por 5 dias, 1 vez ao dia, 3 dias ap6s), reduziu
parcialmente a hiperalgesia mecénica (A) na pata ipsilateral de ratos com artrite-
induzida por adjuvante (AlA). (B) representa a area sob a curva obtida da avaliagéo
temporal (3-7 d) da reposta hiperalgésica obtida em (A). Os resultados estdo
apresentados como média + E.P.M. de 4 a 6 animais por grupo. * P < 0,05e * P <
0,05 indicam diferencas significativas quando comparado ao grupo veiculo e CFA,
respectivamente. d3 = 3° dia ap6s a indugdo de AIA. A seta () acima do eixo X
representa o tratamento com 17(R)HDoHE.
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Figura 16. O tratamento repetido com a resolvina formada na presenca da aspirina,
AT-RvD1 (100 ng/i.p., por 4 dias, 2 vezes ao dia, 3 dias ap6s a inducéo), reduziu
parcialmente a hiperalgesia mecanica (A) na pata ipsilateral de ratos com artrite-
induzida por adjuvante (AlA). (B) representa a area sob a curva obtida da avaliagéo
temporal (3-6 d) da reposta hiperalgésica obtida em (A). Os resultados estdo
apresentados como média + E.P.M. de 4 a 6 animais por grupo. * P < 0,05e* P <
0,05 sdo significativamente diferentes quando comparado ao grupo veiculo e CFA,
respectivamente. d3 = 3° dia ap6s a indugdo de AIA. As setas (3) acima do eixo X
representam o tratamento com AT-RvD1.
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4.5. Efeito do pos-tratamento com o precursor de resolvinas da série D,
17(R)HDoHE, na manutencdo da hiperalgesia mecénica e térmica
em um periodo sub-crénico do modelo de artrite induzida por
adjuvante (AlA) em ratos

Tendo em vista que pacientes com artrite que procuram
atendimento médico ja se encontram em estagio avancado da doenca, a
qual se caracteriza basicamente por rigidez articular e intensa dor,
mesmo quando em repouso, foi avaliado se o tratamento sistémico com
o precursor 17(R)HDoHE também poderia inibir a hiperalgesia
mecanica e térmica em um quadro sub-crénico de dor inflamatéria
induzida por AIA em ratos. Desta forma, os animais foram tratados com
o precursor 17(R)HDoHE 14 dias ap6s a inducdo de AIA, periodo o
qual os animais ja apresentam sinais de inflamagdo sistémica das
articulagbes tibio-tarsal (articulagdo do tornozelo) (p.ex.: rigidez
articular e edema de pata), em ambas as patas traseiras ipsi- e
contralateral, sendo estes parametros relacionados ao desenvolvimento
da artrite.

Nestas condigdes, 14 dias ap6s a inducdo de AlA, os animais
foram tratados uma Unica vez com o precursor 17(R)HDoHE, nas doses
de 300, 600 ou 900 ng/i.p., e tanto a hiperalgesia mecénica quanto
térmica foram avaliadas. Como mostrado na figura 17A, 14 dias ap6s a
indugdo de AIA, 0s animais ainda apresentam um quadro de
hiperalgesia mecénica instalada. Porém, ndo foi observada qualquer
alteracdo na resposta hiperalgésica mecanica quando os animais foram
tratados com a dose de 300 ng/i.p. do precursor 17(R)HDoHE, dose que
foi utilizada nos experimentos anteriores. No entanto, quando doses
maiores do precursor 17(R)HDoHE foram testadas (600 ou 900 ng/i.p.),
foi observado reducéo significativa da hiperalgesia mecanica 1 h apds o
tratamento, sendo que este efeito persistiu por até 6 h (Figura 17A).

A maior dose testada do precursor (900 ng/i.p.), apesar de ter
inibido significativamente a resposta hiperalgésica, apresentou perfil de
resposta similar a dose de 600 ng, ndo havendo, portanto, diferenca
estatistica entre as duas doses testadas (Figura 17A). A andlise da area
sob a curva obtida a partir do periodo avaliado entre 1 e 24 h da resposta
comportamental (Figura 17A), permite observar inibicao de 43 % e 41%
com as doses de 600 e 900 ng/i.p., respectivamente (Figura 17C). Os
animais do grupo controle apresentaram menor frequéncia de resposta
frente ao estimulo mecanico aplicado na pata contralateral (Figuras 17B
e D). Consequentemente, ndo foi observada nenhuma diferenca
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Figura 17. O pos-tratamento com o precursor de resolvinas da série D,
17(R)HDoHE (600 ou 900 ng/i.p., 14 dias ap6s), inibiu o desenvolvimento da
hiperalgesia mecénica na pata traseira ipsilateral de ratos submetidos a artrite
induzida por adjuvante (AlA). (A) e (B) representam a frequéncia de reposta de
retirada da pata frente ao estimulo mecénico como medida representativa da
hiperalgesia mecénica nas patas traseiras ipsi- e contralateral, respectivamente, de
ratos submetidos & AIA. (C) e (D) representam a &rea sob a curva obtida da
avaliacdo temporal (1-24 h) da reposta hiperalgésica obtida em (A) e (B),
respectivamente. Os resultados estdo expressos com média + E.P.M. de 5 a 6
animais por grupo. * P < 0,05 e * P < 0,05 indicam diferencas significativas quando
comparados ao grupo tratado com veiculo e CFA, respectivamente. d14 = 14° dia
apos a inducdo de AIA. A seta () acima do eixo X representa o tratamento com
17(R)HDoHE.
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significativa na resposta hiperalgésica mecanica quando 0s animais
foram tratados com diferentes doses do precursor (Figuras 17B e D).

Embora o tratamento com diferentes doses do precursor
17(R)HDoHE (600 e 900 ng/i.p.) tenha inibido de maneira significativa
a hiperalgesia mecénica em um periodo sub-crénico apos a inducéo de
AlA, a resposta hiperalgésica térmica tanto na pata ipsilateral (Figura
18A) quanto na pata contralateral (Figura 18B) ndo foi alterada de
maneira significativa por nenhuma das doses testadas. Apesar da analise
da reposta ao estimulo térmico ter sido feita 1, 2 e 4 h ap6s o tratamento
com o precursor, optou-se por demonstrar somente os resultados obtidos
na quarta hora, visto que ndo houve diferenca significativa entre os
outros periodos avaliados e para melhor visualizacdo e representacdo
dos dados.

[Veiculo + Veiculo [J+ 17(R)HDoHE (300 ngli.p.) [JVeiculo + Veiculo [J+ 17(R)HDoHE (300 ng/i.p.)
I CFA + Veiculo [+ 17(R)HDoHE (600 ng/i.p.) W CFA + Veiculo [+ 17(R)HDoHE (600 ng/i.p.)
B + 17(R)HDoHE (900 ngli.p.) [ + 17(R)HDOHE (900 ngli.p.)
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Figura 18. O pos-tratamento com o precursor de resolvinas da série D,
17(R)HDoHE (300, 600 ou 900 ng/i.p., 14 dias apds), ndo inibiu o desenvolvimento
da hiperalgesia térmica na pata traseira ipsilateral de ratos submetidos a artrite
induzida por adjuvante (AlA). (A) e (B) representam a laténcia de retirada da pata
ipsi- e contralateral, respectivamente, de ratos submetidos & AIA. Os valores
representados no gréafico foram obtidos 4 h apds o tratamento com 17(R)HDoHE. Os
resultados estdo expressos com media + E.P.M. de 5 a 6 animais por grupo. * P <
0,05 difere significativamente quando comparado ao grupo tratado com veiculo.
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4.6. Verificacdo do efeito do pOs-tratamento com o precursor de
resolvinas da série D, 17(R)HDoHE, na manutencédo da hiperalgesia
mecanica e térmica em um periodo crénico no modelo de artrite
induzida por adjuvante (AlA) em ratos

Em seguida, foi avaliado se o tratamento com o precursor
17(R)HDoHE poderia inibir a resposta hiperalgésica mecénica e térmica
em um periodo crénico apés a inducdo de AIA. Desta forma, 30 dias
apés a inducdo de AIA, os animais foram avaliados quanto a resposta
hiperalgésica mecénica e térmica. Como pode ser observado na figura
19, os animais ainda apresentavam resposta frente ao estimulo mecénico
mesmo 30 dias ap6s a indugdo de AIA. Porém, o tratamento com
17(R)HDoHE nas doses de 300 e 600 ng/i.p. ndo inibiu de maneira
significativa esta resposta tanto na pata ipsilateral (Figura 19A) quanto
na pata contralateral (Figura 19B).

Com relacdo a hiperalgesia térmica, 30 dias ap6s a inducdo de
AlA, os animais também apresentavam reducdo de 30% no tempo de
laténcia de retirada da pata ipsilateral (Figura 20A) e de 44% da pata
contralateral (Figura 20B). Porém, assim como observado na resposta
hiperalgésica mecénica avaliada 30 dias apds a inducdo de AlA, a
hiperalgesia térmica ndo foi alterada de maneira significativa pelo
tratamento com o precursor 17(R)HDoOHE em nenhuma das doses
testadas (300 ng e 600 ng/i.p.) (Figuras 20A e B). No entanto, especula-
se que a utilizacdo de doses maiores ou a adogdo do protocolo de
tratamento repetido poderia apresentar algum efeito no periodo crénico
da artrite induzida por adjuvante.
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Figura 19. O pos-tratamento com o precursor de resolvinas da série D,
17(R)HDoHE (300 ou 600 ng/i.p., 30 dias ap6s), ndo inibiu o desenvolvimento da
hiperalgesia mecanica em ratos submetidos a artrite induzida por adjuvante (AlA).
(A) e (B) representam a frequéncia de reposta de retirada da pata frente ao estimulo
mecanico como medida representativa da hiperalgesia mecanica nas patas traseiras
ipsi- e contralateral, respectivamente, de ratos submetidos a AIA. Os resultados
estdo expressos com média £ E.P.M. de 5 a 6 animais por grupo. * P < 0,05 difere
significativamente quando comparado ao grupo tratado com veiculo. D30 = 30° dia
ap6s a indugdo de AIA. A seta ({) acima do eixo X representa o tratamento com
17(R)HDoHE.
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Figura 20. O pos-tratamento com o precursor de resolvinas da série D,
17(R)HDoHE (300 ou 600 ng/i.p., 30 dias apos a inducdo de AlA), ndo inibiu o
desenvolvimento da hiperalgesia térmica em ratos submetidos a artrite induzida por
adjuvante (AIA). (A) e (B) representam a laténcia de retirada da pata ipsi- e
contralateral, respectivamente, de ratos submetidos & AIA. Os resultados estdo
0s com média £+ E.P.M. de 5 a 6 animais por grupo. * P < 0,05 é
significativamente diferente quando comparado ao grupo tratado com veiculo. D30
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4.7.Comparacdo do potencial anti-hiperalgésico do precursor
17(R)HDoHE com drogas cléssicas utilizadas na clinica sobre a
hiperalgesia mecé&nica no modelo de artrite induzida por adjuvante
(AIA) em ratos

A fim de comparar o efeito do pds-tratamento com o precursor
de resolvinas da série D, 17(R)DoHE, com drogas classicas utilizadas na
clinica para o tratamento da dor, os animais foram tratados, 3 dias ap6s a
inducdo de AIA, com uma Unica dose do precursor 17(R)HDoHE (300
ng/i.p.), ou com indometacina (5 mg/kg, i.p.), um inibidor ndo seletivo
das enzimas ciclooxigenases (COXs); morfina (0,5 mg/kg, s.c.), uma
droga analgésica opidide; gabapentina (70 mg/kg, v.0.), uma droga anti-
epilética; ou com dexametasona (5 mg/kg, s.c.), um glicocorticéide.

A inducdo de artrite induzida por adjuvante (AIA), como
demonstrado anteriormente, promoveu reducgdo significativa no limiar
mecénico nociceptivo (Tabela 1), sendo este efeito revertido pelo pds-
tratamento com o precursor 17(R)HDoHE, observando-se uma inibi¢ao
da resposta hiperalgésica de 72% (Tabela 1).

Considerando o tratamento com as outras drogas, como a
indometacina, a morfina e a gabapentina, observou-se uma reducdo
parcial da hiperalgesia mecanica, sendo que as porcentagens de inibicao
obtidas foram de 35%, 34% e 42%, respectivamente (Tabela 1). Por
outro lado, o tratamento com dexametasona (5 mg/kg, s.c.) resultou em
uma redugdo moderada, mas ndo estatisticamente significante (12%) da
hiperalgesia mecénica induzida pelo modelo de artrite induzida por
adjuvante (AlA) (Tabela 1).
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Tabela 1

Comparagdo do efeito anti-hiperalgésico do precursor de resolvinas da
série D, 17(R)HDoHE, com diferentes classes de drogas utilizadas na
clinica no modelo de artrite induzida por adjuvante em ratos.

Droaa Mecanismo de Dose Inibicao
g acédo (%0)?
17(R)HDoHE 300 ng/i.p 72+3
- I i i - *
Indometacina . mb".jor de 5 mg/kg (i.p.) 35+5
ciclooxigenases
- A I e i *
Morfina MAIgesIco 0,5 mg/kg (s.c.) 34+4

opidide
Gabapentina Anti-epiléptico 70 mg/kg (v.0.) 42 +4"
Dexametasona  Glicocorticdide 5 mg/kg (s.c.) 12+3

* Representa diferencas significativas em comparagdo com 0 grupo
tratado com CFA (*P < 0,05).

# Média = E.P.M. (n = 5-6 ratos/grupo). A porcentagem de inibic&o esta
representada como a diferenca (em porcentagem) entre as médias  da
area sob a curva tempo-resposta (valores da area sob a curva de 1-6 h)
das respostas obtidas no grupo tratado com as drogas e em relacdo ao
grupo tratado com CFA. Todas as drogas foram administradas no 3° dia
apés a inducdo da artrite induzida por adjuvante. 17(R)HDoHE,
indometacina, morfina e gabapentina foram administradas 1 h antes e a
dexametasona 4 h antes da avalia¢do da resposta nociceptiva.
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4.8. Efeito do pos-tratamento com o precursor de resolvinas da série D,
17(R)HDoHE, no desenvolvimento dos sinais clinicos da artrite
induzida por adjuvante (AlA) em ratos

Além de ter sido avaliado o potencial do precursor de resolvinas
17(R)HDoHE em inibir a hiperalgesia mecénica e térmica em diferentes
periodos antes e apo6s a inducdo de AlA, os pardmetros relacionados a
artrite, tais como edema de pata, edema articular (articulagdo tibio-
tarsal) e rigidez articular, também foram avaliados. Assim, 0s animais
foram tratados com 17(R)HDoHE (300 ng/i.p.) 30 min antes, 3 dias e 30
dias apds a indugdo de AIA. No entanto, apesar de ser evidente um
aumento significativo nos 3 parametros avaliados, ndo foi possivel
observar diferenca significativa nos valores obtidos para os animais
tratados com o precursor 17(R)HDoHE quando comparados com o
grupo AlA utilizando-se o protocolo de tratamento com 17(R)HDoHE
proposto acima (Figura 21).

Desta forma, outro protocolo de tratamento foi realizado, onde
o0s animais foram tratados com o precursor 17(R)HDoHE (300 ng/i.p.)
por 6 dias consecutivos, sendo que o tratamento iniciou no 14° dia apés
a indugéo de AIA, tendo em vista que, como mencionado anteriormente,
neste periodo os animais apresentam sinais de inflamacéo articular nas
patas traseiras ipsi- e contralateral. Como demonstrado na figura 22, a
indugdo deste modelo experimental de artrite resulta no aumento
progressivo do escore de rigidez articular no decorrer dos dias, sendo
que a partir do 7° dia houve diferenca estatisticamente significativa nos
valores obtidos para os animais com AIA quando comparado ao grupo
que recebeu veiculo (Figura 22A). Quanto a rigidez articular na pata
contralateral, observa-se 0 aumento neste parametro a partir do 12° dia,
porém sem diferenca significativa entre os grupos avaliados (Figura
22B).

Ainda, foi observado aumento significativo do edema na pata
ipsilateral ja no 1° dia apds a inducdo de AIA, permanecendo elevado
até o Ultimo dia do estudo (20° dia) (Figura 22C). No entanto, com
relacdo a pata contralateral, observa-se pequeno aumento do edema a
partir do 12° dia, porém nao significativo (Figura 22D). Adicionalmente,
observou-se aumento significativo no edema articular da pata ipsilateral
no 2° dia apds a inducdo de AIA, sendo que este parametro também
permaneceu elevado até o término da avaliacdo (Figura 22E). Valores
transitorios deste parametro foram observados na pata contralateral de
animais com AlA, ndo havendo, contudo, diferenca estatistica entre os
grupos testados (Figura 22F). De modo interessante, o tratamento
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consecutivo por 6 dias com 17(R)HDoHE (300 ng/i.p.) foi efetivo em
reduzir significativamente o aumento da rigidez articular a partir do 18°
dia (Figura 22A). Entretanto, com esse mesmo tratamento, ndo foi
observada nenhuma alteracéo significativa do edema de pata e o edema
articular em ambas as patas (Figuras 22C a F).
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Figura 21. O tratamento com o precursor de resolvinas da série D, 17(R)HDoHE
(300 ng/i.p., 30 min antes, 3 e 30 dias apds), ndo alterou o edema de pata (A), edema
articular (B) e a rigidez articular (C) na pata ipsilateral de ratos submetidos & artrite
induzida por adjuvante (AlA). Os resultados estdo expressos com média + E.P.M. de
5 a 6 animais por grupo. * P < 0,05 difere significativamente quando comparado ao
grupo tratado com veiculo. B = valor basal.
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Figura 22. O tratamento repetido com o precursor de resolvinas da série D,
17(R)HDoHE (300 ng/i.p., por 6 dias, 1 vez ao dia, iniciando-se 14 dias apds),
preveniu o aumento do escore de rigidez articular (A), mas ndo do edema de pata
(C) e do edema articular (E) na pata ipsilateral de ratos com artrite-induzida por
adjuvante (AlA). (B), (D) e (F) representam o escore de rigidez articular, o edema
de pata e 0 edema articular, respectivamente, da pata traseira contralateral de ratos
com AlA. Os resultados séo apresentados como média + E.P.M. de 5 a 6 animais por
grupo. * P < 0,05 e * P < 0,05 indicam diferencas significativas quando comparado
ao grupo veiculo e CFA, respectivamente. B = valor basal. A seta (3) acima do eixo
X representa o tratamento com 17(R)HDoHE.
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4.9. Efeito do tratamento terapéutico repetido com o precursor
17(R)HDoHE ou com a resolvina AT-RvD1 sobre os niveis de
citocinas pré-inflamatérias na medula espinhal e no tecido da pata
de ratos com artrite induzida por adjuvante (AlA)

Com o objetivo de investigar alguns dos mecanismos pelos
quais o precursor 17(R)HDoHE e a resolvina AT-RvD1 podem modular
a hiperalgesia mecanica induzida pelo modelo de artrite induzida por
adjuvante (AlA), tanto a medula espinhal (nivel entre lombar 5 e lombar
6 - L5/L6) quanto o tecido plantar da pata traseira ipsilateral foram
coletados para a quantificagdo dos niveis das citocinas pro-inflamatdrias
TNF-a e IL-1p utilizando-se a técnica de ELISA.

Ao término do tratamento repetido com o precursor
17(R)HDoHE (300 ng/i.p.; por 5 dias, 1 vez ao dia) ou com a resolvina
AT-RvD1 (100 ng/i.p.; por 4 dias, 2 vezes ao dia), os tecidos foram
removidos, imediatamente congelados em nitrogénio liquido e
armazenados a -70 °C até o momento das analises. Como pode ser
observado na Figura 23, o modelo de AlA induziu aumento significativo
dos niveis de ambas citocinas pré-inflamatérias TNF-o e IL-1p no
tecido plantar da pata traseira ipsilateral. De maneira interessante, o
tratamento repetido com o precursor 17(R)HDoHE diminuiu, de
maneira significativa, os niveis de TNF-a (Figura 23A) ¢ IL-1p (Figura
23B) na pata traseira ipsilateral, resultando em uma porcentagem de
inibicdo de 60 e 63%, respectivamente. Entretanto, quando foram
avaliados o0s niveis de ambas as citocinas pro-inflamatérias (Figura 24A)
e IL-1p (Figura 24B) na medula espinhal destes animais, pOde-se
observar que a inducdo de AIA néo foi capaz de alterar os niveis destas
citocinas, consequentemente, também ndo foi observado diferenca
significativa quando os animais foram tratados com o precursor
17(R)HDoHE.

O potencial do tratamento repetido com a resolvina AT-RvD1
em modular os niveis tanto da citocina TNF-o quanto da citocina IL-1,
no tecido da pata e na medula espinhal de ratos com AIA, também foi
avaliado. Como ilustrado na Figura 25, o tratamento repetido com a
resolvina AT-RvD1 resultou em reducdo significativa dos niveis de
TNF-a (Figura 25A) assim como de IL-1PB (Figura 25B) no tecido da
pata traseira ipsilateral de ratos com AIA, observando-se uma redugédo
de 90 e 23%, respectivamente.

Do mesmo modo que O tratamento com o0 precursor
17(R)HDoHE, o tratamento repetido com AT-RvD1 ndo alterou de
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Figura 23. O tratamento repetido com o precursor de resolvinas da série D,
17(R)HDoHE (300 ng/i.p., por 5 dias, 1 vez ao dia, 3 dias ap6s a indugdo), reduziu
os niveis das citocinas pro-inflamatdrias TNF-a. (A) e IL-1p (B) no tecido plantar da
pata traseira ipsilateral de ratos com artrite-induzida por adjuvante (AIA). Os
resultados estdo apresentados como média + E.P.M. de 4 a 6 animais por grupo. * P
< 0,05 e * P < 0,05 indicam diferencas significativas quando comparado ao grupo
veiculo e CFA, respectivamente.
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Figura 24. O tratamento repetido com o precursor de resolvinas da série D,
17(R)HDoHE (300 ng/i.p., por 5 dias, 1 vez ao dia, 3 dias ap6s), ndo alterou os
niveis das citocinas pro-inflamatorias TNF-a (A) e IL-18 (B) na medula espinhal
(nivel entre lombar 5 e lombar 6 - L5/L6) de ratos com artrite-induzida por
adjuvante (AlA). Os resultados estdo apresentados como média + E.P.M. de 4 a 6
animais por grupo.
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Figura 25. O tratamento repetido com a resolvina formada na presenca da aspirina,
AT-RvD1, (100 ng/i.p., por 4 dias, 2 vezes ao dia, 3 dias apds), reduziu os niveis das
citocinas pro-inflamatérias TNF-o (A) e IL-1B (B) no tecido plantar da pata traseira
ipsilateral de ratos com artrite-induzida por adjuvante (AlA). Os resultados estdo
apresentados como média + E.P.M. de 4 a 6 animais por grupo. * P < 0,05e * P <
0,05 indicam diferencas significativas quando comparado ao grupo veiculo e CFA,
respectivamente.
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Figura 26. O tratamento repetido com a resolvina formada na presenca da aspirina,
AT-RvD1, (100 ng/i.p., por 4 dias, 2 vezes ao dia, 3 dias apos), ndo alterou os niveis
das citocinas pro-inflamatérias TNF-a (A) e IL-1B (B) na medula espinhal (nivel
entre lombar 5 e lombar 6 - L5/L6) de ratos com artrite-induzida por adjuvante
(AIA). Os resultados estdo apresentados como média + E.P.M. de 4 a 6 animais por

grupo.
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maneira significativa os niveis de ambas as citocinas na medula espinhal
dos animais com AlA (Figura 26).

4.10.  Efeito do pds-tratamento com o precursor 17(R)HDoHE sobre a
expressdo do fator de transcricdo NF-xB e da enzima COX-2 na
medula espinhal e no ganglio da raiz dorsal de ratos com artrite
induzida por adjuvante (AlA)

A fim de investigar outros mediadores que possam estar
envolvidos na mediacdo dos efeitos anti-hiperalgésicos observados para
o precursor 17(R)HDoHE, optou-se pelo ensaio de imunoistoquimica
como outra abordagem para se avaliar o efeito do precursor sobre a
ativacéo do fator de transcricdo NF-xB e da enzima COX-2 no ganglio
da raiz dorsal (GRD; nivel entre lombar 4 e lombar 5 - L4-L5), regido
superficial (Iamina | e 1) e regido do pescogo (lamina V e VI) do corno
dorsal da medula espinhal.

Na figura 27A estdo demonstradas as fotos representativas das
imunomarcagdes para a subunidade p65 fosforilada do fator de
transcricdo NF-«xB tanto na medula espinhal (painel superior), quanto no
GRD (painel inferior). Como esperado, a inducéo da artrite induzida por
adjuvante (AIA) resultou no aumento significativo da fosforilagdo da
subunidade p65 do NF-kB tanto na regido superficial e na regido do
pescoco do corno dorsal da medula espinhal (Figura 27A painel
superior) quanto no GRD (Figura 27A painel inferior).

De modo interessante, o tratamento sistémico com o precursor
17(R)HDoHE (300 ng/i.p.; 3 dias apds) reduziu significativamente a
ativacdo do fator de transcricdo NF-xB na medula espinhal (Figura 27B)
e no GRD (Figura 27C), sendo o efeito mais proeminente observado na
medula espinhal. Ainda, as porcentagens de inibigdo observadas para a
fosforilacdo da subunidade p65 foram de 74 e 44% na medula espinhal e
no GRD, respectivamente.

Com relacdo a expressdo da enzima COX-2, na figura 28A
estdo demonstradas as fotos representativas das imunomarcacdes para
COX-2 na medula espinhal (painel superior) e GRD (painel inferior).
Semelhante ao que foi observado para a ativacdo do fator de transcricédo
NF-kB na medula espinhal e no GRD, observou-se aumento
significativo da expressdo de COX-2 em ambos os tecidos (Figuras 28B
e 28C). De modo relevante, o tratamento com o precursor 17(R)HDoHE
(300 ng/i.p.; 3 dias ap6s) preveniu significativamente o0 aumento da
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Figura 27. Tratamento Unico com o precursor de resolvinas da série D,
17(R)HDoHE (300 ng/i.p., 3 dias apds), preveniu o aumento da ativacdo da
subunidade p65 do fator de transcricdo NF-kB na medula espinhal (B) e no ganglio
da raiz dorsal (GRD) (C) de ratos com artrite induzida por adjuvante (AlA). (A)
Imagens representativas da imunoreatividade na medula espinhal (painel superior) e
0 GRD (painel inferior). Barra da escala = 100 um. Os resultados estéo apresentados
como média + E.P.M. de 5-6 animais por grupo. * P < 0,05 e * P < 0,05 indicam
diferengas significativas quando comparados ao grupo veiculo e CFA,
respectivamente.
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Figura 28. Tratamento Unico com o precursor de resolvinas da série D,
17(R)HDoHE (300 ng/i.p., 3 dias ap6s), preveniu o aumento da expressao da enzima
ciclooxigenase COX-2 na medula espinhal (B) e no ganglio da raiz dorsal (GRD)
(C) de ratos com artrite induzida por adjuvante (AlA). (A) Imagens representativas
da imunoreatividade na medula espinhal (painel superior) e 0 GRD (painel inferior).
Barra da escala = 100 um. Os resultados estdo apresentados como média + E.P.M.
de 5-6 animais por grupo. * P < 0,05 e * P < 0,05 indicam diferencas significativas

quando comparados ao grupo veiculo e CFA, respectivamente.
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expressdo de COX-2, tanto na medula espinhal (Figura 28B), quanto no GRD
(Figura 28C). Além disso, as porcentagens de inibicdo observadas quanto a
expresséo da enzima COX-2 foram de 68 e 66% na medula espinhal e no GRD,
respectivamente.

4.11. Avaliacdo do efeito do pos-tratamento com o precursor
17(R)HDoHE sobre os niveis de RNAm do fator de transcri¢do NF-
kB e da enzima COX-2 na medula espinhal e no ganglio da raiz
dorsal de ratos com artrite induzida por adjuvante (AlA)

Em adicdo aos estudos realizados até entdo, outro grupo de
experimentos foi conduzido com o objetivo de avaliar se o precursor
17(R)HDoHE também poderia modular os niveis do RNAm para o NF-
kB e para a COX-2 na medula espinhal e no GRD de ratos com AlA,
assim como observado para a expressdo de ambas as proteinas, as quais
foram detectadas com o auxilio da técnica de imunoistoguimica como
descrito anteriormente.

Como pode ser observado na figura 29, os niveis do RNAm
para o fator de transcricdo NF-xB ndo foram alterados de maneira
significativa em nenhum dos grupos testados, nem na medula espinhal
(Figura 29A) nem no GRD (Figura 29B), quando avaliados 3 dias ap6s a
inducdo de AIA. Contudo, quando se avaliou os niveis do RNAm para
COX-2 na medula espinhal de animais com AIA, observou-se um
aumento expressivo do RNAm para esta proteina, sendo que este
aumento foi prevenido de maneira significativa nos animais tratados
com 17(R)HDoHE (300 ng/i.p.) (Figura 30A). Considerando ainda os
niveis do RNAm para COX-2 no GRD, no entanto, ndo se observou
diferenca significativa entre os grupos avaliados (Figura 30B).
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Figura 29. Tratamento Onico com o precursor de resolvinas da série D,
17(R)HDoHE (300 ng/i.p., 3 dias ap6s), ndo alterou os niveis de RNAm do fator de
transcricdo NF-xB na medula espinhal (A) e no ganglio da raiz dorsal (GRD) (B) de
ratos com artrite induzida por adjuvante (AlA). A reacdo da cadeia da polimerase
em tempo real (PCR em tempo real) foi realizada em duplicata e 0 RNAm para -
actina foi utilizada para normalizar a quantidade relativa de RNAm. Os resultados
estdo apresentados como média * E.P.M. de 3-5 animais por grupo.
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Figura 30. Tratamento Unico com o precursor de resolvinas da série D,
17(R)HDoHE (300 ngl/i.p., 3 dias ap6s), modulou os niveis de RNAm da enzima
ciclooxigenase-2 (COX-2) na medula espinhal (A), mas ndo no ganglio da raiz
dorsal (GRD) (B) de ratos com artrite induzida por adjuvante (AlA). A reacdo da
cadeia da polimerase em tempo real (PCR em tempo real) foi realizada em duplicata
e 0 RNAm para B-actina foi utilizada para normalizar a quantidade relativa de
RNAm. Os resultados estdo apresentados como média + E.P.M. de 3-5 animais por
grupo. * P < 0,05 e * P < 0,05 indicam diferencas significativas quando comparados
ao grupo veiculo e grupo CFA, respectivamente.
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5. DISCUSSAO

O incentivo para o consumo de fontes alimentares ricas em
acidos graxos poliinsaturados, como os acidos graxos ®-3, sempre foi
evidenciado em nossa sociedade devido aos diversos beneficios que
estes trazem a nossa salde. No entanto, somente nos Ultimos anos foram
descobertas as bases moleculares pelas quais estes compostos lipidicos
promovem, por exemplo, a prevengdo do desenvolvimento de doengas
cardiovasculares. Estes acidos graxos sdo precursores de mediadores
lipidicos envolvidos em diversas vias de sinaliza¢do celular, como a via
de resolucdo do processo inflamatdrio, e, principalmente, naquelas
relacionadas a diversas doengas inflamatorias.

Estes mediadores lipidicos foram descritos como lipoxinas,
resolvinas, protectinas e maresinas (GILROY et al., 2004; SERHAN et
al., 2008), os quais apresentam atividades anti-inflamatérias e pro-
resolucdo, ou seja, apresentam a capacidade de inibir o processo
inflamat6rio e restauram a homeostasia tecidual. Desta forma, a
descoberta destes mediadores lipidicos trouxe novas e importantes
perspectivas nas terapias que visam a reducdo do progresso da resposta
inflamatoria, possibilitando o desenvolvimento de novos tratamentos
para diversas doengas inflamatérias crénicas, como a AR (SERHAN et
al., 2000, 2002; HONG et al., 2003; GILROY et al., 2004; para revisdo
ver SERHAN, 2007).

Estudos recentes demonstraram que mediadores lipidicos da
classe das resolvinas da série D, os quais sdo substancias produzidas
ativamente durante a resolugdo do processo inflamatdrio, apresentam
papel anti-inflamatério quando administrados em diferentes modelos
animais, como peritonite, lesdo renal induzida por isquemia/reperfusdo e
colite ulcerativa induzida por DSS (DUFFIELD et al., 2006; SUN et al.,
2007). Além disso, poucos estudos até entdo investigaram o potencial
das resolvinas da série D em inibir a hiperalgesia de origem inflamatdria
(XU et al.,, 2007; BANG et al., 2010). De maneira interessante,
confirmando e estendendo os dados da literatura, os resultados do
presente estudo demonstraram que o precursor das resolvinas da série D,
17(R)HDoHE, quando administrado sistemicamente 30 min antes ou 3
dias apds a inducdo do modelo experimental de artrite induzida por
adjuvante (AlA) em ratos, resultou em marcada inibicdo da hiperalgesia
mecanica, mas ndo da hiperalgesia térmica. Neste modelo de artrite, o
mecanismo envolvido no desenvolvimento da hiperalgesia mecéanica
parece ser diferente daquele responsavel pela hiperalgesia térmica. De
fato, diferentes autores demonstraram o envolvimento dos receptores
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AMPA e cainato periféricos no desenvolvimento da hiperalgesia térmica
induzida por carragenina, mas ndo da hiperalgesia mecénica induzida
por CFA (JACKSON et al., 1995; LEEM et al., 2001). Ainda, foi
observado que a administracdo de um antagonista peptidico do receptor
NMDA, a histogranina, inibiu moderadamente a hiperalgesia mecanica,
mas ndo alterou a hiperalgesia térmica no modelo de dor inflamatéria
induzida por CFA em ratos (HAMA e SAGEN, 2002). Além disso,
outro estudo avaliou o efeito da administracdo central e periférica de
antagonistas do receptor TRPV1 na hiperalgesia térmica e mecanica
induzida por CFA em ratos (KANAI et al., 2007). Neste trabalho foi
observado que o tratamento intraplantar com os antagonistas de TRPV1,
BCTC ou SB-366791, inibiu a hiperalgesia térmica, mas nao a
hiperalgesia mecénica induzida por CFA. Por outro lado, neste mesmo
trabalho foi observada uma reducdo da hiperalgesia tanto mecénica
quanto térmica quando administraram 0S mesmos antagonistas do
receptor TRPV1 por via intratecal (i.t.). Estes dados demonstram que o
receptor TRPV1 presente na periferia tem um papel importante na
modulacéo da hiperalgesia térmica, mas ndo da hiperalgesia mecénica, e
que a modulacédo deste receptor presente na medula espinhal é capaz de
inibir os dois tipos de hiperalgesia. Assim, analisando estes estudos em
conjunto se observa que mecanismos distintos estdo envolvidos no
processamento da hiperalgesia mecanica e térmica frente a diferentes
estimulos pro-inflamatérios, o que da suporte a teoria de que diferentes
mecanismos também estejam evolvidos na hiperalgesia mecanica e
térmica no modelo de artrite avaliado neste estudo.

Além disso, sugere-se que esta diferenca observada nos
mecanismos envolvidos na transmissdo de diferentes estimulos
nociceptivos pode estar associada a diferentes tipos de fibras envolvidas.
De fato, Ossipov e colaboradores (1999) demonstraram que o tratamento
com resiniferatoxina (RTX), um analogo mais potente da capsaicina, foi
capaz de aumentar a laténcia de resposta ao estimulo térmico, mas nédo
ao estimulo mecénico, no modelo de lesdo do nervo ciatico em ratos.
Ademais, este estudo demonstrou que a desensibilizacdo de fibras que
expressam 0 receptor TRPV1 como, por exemplo, as fibras C, inibe
somente a transmissao da resposta hiperalgesia térmica e ndo mecanica.
Estes autores ainda sugerem que a alodinia mecénica pode ser mediada
pela ativacdo de fibras mielinizadas de grande diametro insensiveis a
capsaicina como, por exemplo, as fibras AB, visto que estes tipos de
fibras sdo incapazes de transmitir estimulo térmico nocivo e sdo
insensiveis a desensibilizacdo por capsaicina ou RTX (SZOLCSANY! et
al., 1990). Em uma condi¢do normal, estas fibras chegam a regides mais
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profundas (laminas 111-V) do corno dorsal da medula espinhal, e estdo
envolvidas na transmissdo de estimulos ndo-nocivos (SUGIURA et al.,
1986). Apobs a lesdo de um nervo periférico, essas fibras AB formam
projecdes e fazem sinapses com neurdnios de segunda ordem na lamina
Il (WOOLF et al., 1992, 1995), sendo que esta regido superficial do
corno dorsal da medula espinhal normalmente recebe informacdes
nociceptivas de fibras C ndo-mielinizadas (SUGIURA et al., 1986),
onde o estimulo anteriormente considerado ndo-nocivo passa a ser
interpretado como nocivo. Além disso, trabalhos descritos na literatura
sugerem a importancia das vias espinhal e supra-espinhal no
processamento da alodinia mecénica e hiperalgesia térmica. Assim, Bian
e colaboradores (1998) sugerem que alodinia mecanica resultante da
lesdo de um nervo periférico envolve a ativacdo de circuitos supra-
espinhais. Porém, ndo esta claro se as alteragfes no processamento desta
informacdo (estimulo mecéanico) estdo associadas a alteragbes na via
ascendente, no processamento que ocorre no mesencéfalo, ou se envolve
alteracbes na via descendente, tanto inibitéria quanto facilitatoria.
Considerando a hiperalgesia térmica, esta parece ser dependente tanto de
um circuito localizado na medula espinhal quanto de circuitos supra-
espinhais, e dependendo da intensidade do estimulo térmico nocivo pode
ocorrer a ativacdo de fibras Ad e fibras C, resultando em um diferente
processamento da informagdo nociceptiva no nervo lesionado.

Nesse sentido, analisando os resultados obtidos no presente
estudo onde foi observado um efeito predominante do precursor de
resolvinas da série D sobre a hiperalgesia mecanica, mas nédo sobre a
hiperalgesia térmica, pode ser sugerido que este mediador lipidico esteja
modulando a dor inflamatéria através da inibicdo do processo
inflamatério. Consequentemente, uma menor quantidade de mediadores
pré-nociceptivos seria produzida, sensibilizando em menor grau fibras
AP e as fibras C presentes na periferia e/ou no sistema nervoso central.
No entanto, estudos adicionais sdo necessarios para confirmar esta
hipotese.

Como mencionado anteriormente, o precursor de resolvinas da
série D 17(R)HDoHE é formado endogenamente quando a enzima
COX-2 esta inibida de forma irreversivel pela aspirina, porém a
atividade de peroxidase desta enzima ainda permanece preservada
(VANE et al., 1998). Desse modo, a atividade da enzima COX-2 que
resultaria na producdo das prostaglandinas fica inibida, sendo que uma
via alternativa é ativada, resultando na formagdo do precursor
17(R)HDoHE a partir da oxidacdo do acido graxo DHA (SERHAN et
al., 2002). Adicionalmente, o precursor 17(R)HDoHE pode ainda sofrer
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um processo de metabolizacdo, o qual envolve uma série de reacOes de
epoxidacdo e hidrolise enzimaticas, podendo originar quatro tipos de
resolvinas formadas na presenca da aspirina: AT-RvD1 a AT-RvD4
(SERHAN et al., 2004; SERHAN, 2007). Até o presente momento,
somente dois trabalhos investigaram o potencial anti-inflamatorio da
resolvina formada na presencga da aspirina 1 (AT-RvD1), sendo que seus
efeitos foram comparados com os do seu epimero, a resolvina D1
(RvD1) (SUN et al., 2007; BENTO et al., 2011). Dessa forma, Sun e
colaboradores (2007) observaram que tanto a RvD1 quanto a AT-RvD1
apresentam a mesma poténcia em diminuir a infiltracdo de células
polimorfonucleares (PMN) de uma maneira dependente da dose em um
modelo de peritonite em camundongos, assim como a migragdo
transendotelial de neutrofilos humanos in vitro. Mais recentemente,
Bento e colaboradores (2011) demonstraram que o tratamento sistémico
com o precursor 17(R)HDoHE, a resolvina AT-RvD1l e a RvD2
apresentaram potente efeito anti-inflamatério nos modelos de colite
induzida por DSS e por TNBS em camundongos.

De modo interessante, o presente estudo demonstrou pela
primeira vez que a resolvina AT-RvD1 também apresenta grande
potencial anti-hiperalgésico quando avaliada no modelo de artrite
induzida por adjuvante em ratos. Outro ponto bastante relevante
observado é que, assim como o precursor 17(R)HDoHE, a AT-RvD1
apresentou efeito anti-hiperalgésico em doses extremamente baixas
(100-300 ng), demonstrando o qudo potente sdo estes mediadores
lipidicos. Corroborando os achados deste trabalho com relacéo ao efeito
anti-hiperalgésico do precursor de resolvinas da série D e da resolvina
AT-RvD1, outros trabalhos também investigaram o potencial anti-
hiperalgésico de diferentes mediadores prd-resolucdo quando
administrados por diferentes vias e em diferentes modelos de dor. Neste
sentido, Svensson e colaboradores (2007) foram os primeiros a
investigarem o potencial das lipoxinas LXA,; e LXB,, assim como 0s
seus respectivos andlogos ATLa e 8,9-aLXB,, sobre a hiperalgesia
térmica induzida pela administracdo intraplantar de carragenina.

Recentemente, Xu e colaboradores (2010) demonstraram que a
administragdo de resolvina E1 (RvVE1) ou de resolvina D1 (RvD1), na
pata ou na medula espinhal de camundongos, reduz a dor inflamatéria
em diferentes modelos experimentais, como a dor induzida por
formalina, carragenina e CFA. Ainda, de maneira interessante, Bang e
colaboradores (2010) observaram que a RvD1 atua como inibidor
enddgeno de diferentes canais idnicos de potencial transitério sensiveis
a temperatura, os chamados termo-TRPs, especificamente 0 TRPAL,
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TRPV3 e TRPV4 (DA COSTA et al., 2009). E sabido que estes canais
ibnicos estdo intimamente envolvidos na via de transmissdo da dor,
sendo capazes de detectar estimulos de diferentes naturezas e
intensidades (PATAPOUTIAN et al., 2009), sendo que a modulagdo
destes receptores se torna um alvo interessante para o controle da dor.
Além disso, estes autores observaram que o pré-tratamento com a RvD1
na pata de camundongos inibe o comportamento de licking e flinching
induzido por cinamaldeido, assim como as duas fases da dor aguda
induzida por formalina (MACPHERSON et al., 2007; MCNAMARA et
al., 2007). Ainda, o pré-tratamento com RvD1 na pata de camundongos
preveniu parcialmente o comportamento nociceptivo induzido pela
ativacdo do receptor TRPV4, mas ndo quando se utilizou capsaicina, um
agonista do receptor TRPV1 (BANG et al.,, 2010). Recentemente,
Huang e colaboradores (2011) demonstraram o potencial anti-
hiperalgésico da RvD1l no modelo de dor pés-operatéria em
camundongos, sendo que a RvD1 administrada na medula espinhal
destes animais 30 min antes, ou logo apos o estimulo, promoveu
reducdo significativa da hiperalgesia mecénica. Considerando que 0s
resultados do presente estudo sdo preliminares em relagéo ao efeito anti-
hiperalgésico do precursor de resolvinas da série D, ndo se pode
descartar a possivel participacdo de outros produtos da metabolizagéo do
precursor 17(R)HDoOHE nesta atividade anti-nociceptiva, tais como a
AT-RvD1 a AT-RvD4, tendo em vista que estudos anteriores
mencionam a possivel formacdo destas resolvinas a partir deste
precursor (SERHAN et al., 2000; SERHAN et al., 2002; HONG et al.,
2003).

O resultado mais expressivo obtido no presente trabalho foi a
observacdo obtida pela comparacdo do efeito anti-hiperalgésico do
precursor 17(R)HDoHE com outras drogas classicas utilizadas na clinica
para o tratamento da dor por artrite. Assim, foi observado um efeito anti-
hiperalgésico marcante deste mediador lipidico quando comparado com
outras drogas, como a morfina, indometacina e gabapentina (Tabela 1).
De modo bastante expressivo, a dose efetiva observada para o precursor
17(R)HDoHE foi de aproximadamente 500 vezes menor do que a da
morfina e aproximadamente 5000 vezes menor do que as outras drogas
utilizadas. Entretanto, se a dose de morfina for aumentada, é provavel
que se observe um efeito anti-hiperalgésico pronunciado, visto que esta
droga é conhecida por inibir a dor de origem inflamatéria. Além disso, a
auséncia de efeito ap6s o tratamento com a dexametasona pode ter sido
em funcdo do tempo de avaliacdo da resposta comportamental,
necessitando um tempo maior pra que a droga apresentasse efeito. De
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qualguer maneira, estes resultados demonstram que o efeito do precursor
é bastante pronunciado em rela¢éo as outras drogas quando se considera
a faixa de concentracéo que foi utilizada (nanogramas).

Além de se avaliar o potencial anti-hiperalgésico do precursor
de resolvinas da série D no modelo de artrite induzida por adjuvante,
também foi avaliado se este mediador pro-resolucéo poderia modular os
pardmetros relacionados ao desenvolvimento da artrite, isto €, 0 edema
de pata, 0 edema articular e a rigidez articular. Na clinica, a rigidez
articular é definida como um desconforto do paciente quando este tenta
mover as articulagbes apds um periodo de inatividade. Mais
caracteristico ainda é a rigidez matinal, sendo esta considerada um
critério do Colégio Americano de Reumatologia (American College of
Rheumathology) para o diagnostico de artrite reumatoide. Ademais,
quando um quadro de degeneracao articular ja se encontra estabelecido,
0 grau de rigidez esta relacionado com a frequéncia que a articulagdo
lesionada é utilizada. Apds uso excessivo desta articula¢do, a rigidez
articular aumenta e geralmente melhora ap6s alguns dias de descanso.
Embora a auséncia de rigidez articular ndo exclua a possibilidade de
uma doenca inflamatéria sistémica, como a artrite reumatdide, a sua
auséncia é incomum (KELLEY e HARRIS, 2005). Outra queixa
frequente de pacientes portadores de doencas reumaticas é a limitacao
do movimento. Esta deve ser diferenciada de rigidez articular a qual é
geralmente transiente e variavel, enquanto que a real limitacdo do
movimento ¢ mais fixa e menos varidvel com o tempo. O aumento
gradual da limitagdo do movimento é caracteristico de doencas
inflamatorias articulares. A restricdo no movimento articular pode estar
relacionada a alteracBes na articulagdo em si ou em estruturas
periarticulares. Em vérios pacientes, a amplitude do movimento
realizado de forma passiva, ou seja, pelo médico, é em geral maior do
que a amplitude do movimento realizado de forma ativa, ou seja, pelo
préprio paciente. A presenca de dor apds tentativa de movimento ativo
geralmente indica anormalidade na articulagdo ou tecidos
periarticulares, sendo este um quadro caracteristico de dor articular
(SCOTT, 1960; KELLEY e HARRIS, 2005; KEENAN et al., 2006). O
edema articular é outra caracteristica de pacientes com doencas
reumaticas, sendo que informagdes a respeito do inicio e persisténcia do
edema e os fatores que o influenciam sdo de extrema importancia para
um tratamento adequado. Por exemplo, sensacdo de desconforto na
articulacdo com edema pode indicar um quadro de sinovite (inflamacéo
da membrana sinovial) devido a tensdo sobre estes tecidos durante o
movimento. O edema préximo a articulagdo pode ocorrer devido a
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efusdo de liquido intra-articular, isto é, ao aumento da producdo de
liquido pelos tecidos inflamados, ao espessamento da membrana
sinovial, ou inflamagdo do tecido periarticular (KELLEY e HARRIS,
2005).

Com relacdo aos trés parametros avaliados no presente estudo,
ou seja, edema articular, edema de pata e rigidez articular, considerando
apenas uma administragdo do precursor ou com intervalos grandes entre
as administragdes, nenhum destes parametros foi significativamente
alterado nos diferentes periodos analisados, isto é, antes da inducéo de
AlA, e nos periodos agudo, sub-crénico e cronico apés a indugdo de
AlA. De fato, dificilmente o tratamento com uma Unica dose de uma
substancia com intervalo de tempo de quase duas semanas entre um
tratamento e outro alteraria satisfatoriamente um sinal clinico como a
rigidez articular caracteristico da artrite. Neste sentido, um tratamento
mais proximo da realidade clinica foi realizado, considerando que um
paciente s0 procura atendimento médico e, consequentemente, um
tratamento adequado, quando os sintomas da doenga aparecem, 0s quais
em geral sdo posteriores ao inicio do desenvolvimento da doenca. Dessa
forma, foi escolhido o periodo sub-cronico (14 dias apds a inducéo de
AlA) para a realizacdo do tratamento com o precursor de resolvinas,
considerando que neste periodo 0s animais apresentam sinais
caracteristicos da artrite ja bem estabelecidos (rigidez articular e edema
de pata). De modo interessante, o tratamento terapéutico com o
precursor de resolvinas da série D, 17(R)HDoHE, por 6 dias
consecutivos a partir do 14° dia ap6s a inducdo da artrite, resultou em
reducdo no escore de rigidez articular, sendo este efeito observado nos
dois Ultimos dias do tratamento. Este foi um resultado muito
interessante, uma vez que a principal queixa de pacientes com artrite é a
ocorréncia de rigidez articular pela manha (rigidez matinal), a qual,
associada com a dor articular, resulta em grande incapacidade e perda da
qualidade de vida destes pacientes (CROCI e ZARINI, 2007;
MONTECUCCO et al., 2009). Apesar do tratamento prolongado com o
precursor 17(R)HDoHE néo ter alterado os outros parametros avaliados
(edema de pata e edema articular), ndo se pode descartar a possibilidade
de que um tratamento mais prolongado poderia alterar estes parametros.
Apb6s um estimulo inflamatério, ocorre a ativacdo de diversas células
residentes, como células dendriticas, macréfagos e mastécitos.
Consequentemente, estas células ativadas liberam uma variedade de
citocinas pro-inflamatérias, as quais possuem um papel extremamente
importante no desenvolvimento da dor inflamatéria (VERRI et al., 2006;
SCHAIBLE et al., 2010). As primeiras citocinas liberadas sdo a IL-18, o
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TNF-a e a IL-6. Desta forma, o blogueio da sintese ou atividade destas
citocinas se torna um modo interessante de se bloquear o
desenvolvimento da dor inflamatéria (VERRI et al., 2007).

Diversos trabalhos demonstraram e vem demonstrando o
envolvimento de varias citocinas como mediadoras da dor de origem
inflamatoria (SAMAD et al., 2001; CUNHA et al., 2005; VERRI et al.,
2006; BINSHTOK et al., 2008; SCHAIBLE et al., 2009). Ainda, alguns
trabalhos apontam para o papel crucial que a citocina TNF-o apresenta
na inducdo da dor inflamatéria (CUNHA et al., 1992; WOOLF et al.,
1997, SOMMER e KRESS, 2004; NARITA et al., 2008; VON
BANCHET et al., 2009; ZHANG et al., 2011). Desta forma, esta
citocina pode promover tanto a sensibilizagdo periférica, atuando em
seus receptores especificos localizados nos nociceptores presentes na
periferia, quanto na sensibilizacdo central, aumentando a transmissao
sinéptica e a excitabilidade dos neur6nios do corno dorsal da medula
espinhal (KAWASAKI et al., 2008). Trabalhos recentes demonstraram
que o blogueio desta citocina é capaz de diminuir a hiperalgesia
inflamatéria em diferentes modelos animais de dor (INGLIS et al., 2007;
BOETTGER et al., 2008; VON BANCHET et al., 2009; BOETTGER
et al, 2010). Outra citocina que apresenta papel importante na
hiperalgesia inflamatéria é a citocina IL-1B, a qual também tem a sua
producdo estimulada em resposta ao TNF-a. (WOOLF et al., 1997,
IWAKURA, 2002; VERRI et al., 2006). A citocina IL-1p também pode
promover a hiperalgesia de maneira indireta através da indugcdo da
producdo de alguns mediadores, como fator de crescimento do nervo
(NGF) (SAFIEH-GARABEDIAN et al., 1995), da enzima COX-2
(SAMAD et al., 2001; NARITA et al., 2008), prostandides (FERREIRA
et al., 1988), enzima 6Oxido nitrico sintase induzida (iNOS) e o 6xido
nitrico (NO) (SUNG et al., 2004), entre outros. Ainda, a producéo de IL-
1B é induzida em resposta a diferentes modelos de dor inflamatéria e
neuropatica, contribuindo assim para o desenvolvimento da hiperalgesia
(WANG et al., 1997; SWEITZER et al., 1999, 2001; KIGUCHI et al.,
2010). Diante desses achados e a fim de investigar possiveis
mecanismos pelos quais o precursor 17(R)HDoHE e a resolvina AT-
RvD1 poderiam inibir a hiperalgesia no inicio do processo inflamatério,
foram avaliados os niveis das citocinas pré-inflamatdrias TNF-o e I1L-18
no tecido da superficie plantar e na medula espinhal de ratos apds o
tratamento sistémico com ambos mediadores lipidicos. De modo
interessante, o tratamento sistémico e prolongado com o precursor
17(R)HDoHE, ou com a resolvina AT-RvD1, diminuiu de forma
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acentuada os niveis de ambas as citocinas no tecido da pata de ratos
submetidos a AlA. Alguns trabalhos mostram que o pré-tratamento com
0 antagonista do receptor de IL-1B (IL-1ra) inibe a hipernocicep¢do
induzida por esta citocina (HORI et al., 1998) e a hiperalgesia mecanica
induzida por CFA (SAFIEH-GARABEDIAN et al., 1995). Além disso,
0 pré-tratamento com anticorpo anti-TNF, 1 h antes da administracdo
de CFA, retardou o desenvolvimento da hiperalgesia inflamatdria,
enfatizando um papel importante desta citocina no desenvolvimento da
hiperalgesia neste modelo de dor inflamatéria. Em pacientes com dor
inflamatoria cronica do tecido conectivo foi observado niveis elevados
de TNF-a na sindvia da articulagdo temporomandibular, sendo que a
presenca desta citocina esta diretamente relacionada com a dor nesta
articulacio (NORDAHL et al., 2000). Corroborando os dados do
presente estudo, Xu e colaboradores (2010) observaram que o0
tratamento local (i.pl.) com a RVE1 2 h ap6s a inje¢do de carragenina
promoveu reducdo significativa nos niveis de varias citocinas pro-
inflamatorias, como o TNF-a, IL1-B e IL-6 , no tecido da pata de
camundongos. No entanto, apesar de diferentes trabalhos terem
demonstrado que a producdo de TNF-o e da IL-1 na medula espinhal
de animais apresente um importante papel no desenvolvimento da dor
inflamatoria persistente, o tratamento sisttmico com doses repetidas
com o precursor de resolvinas da série D, ou com a resolvina AT-RvD1,
ndo inibiu a produgdo destas citocinas na medula espinhal de ratos
submetidos ao modelo de artrite induzida por adjuvante. De qualquer
modo, os resultados do presente estudo reforgam e estendem os recentes
achados da literatura que mostram o potencial analgésico dos
mediadores lipidicos pro-resolucdo, em especial 0 precursor
17(R)HDoHE e a resolvina AT-RvD1, por meio da modulagdo dos
niveis de importantes citocinas inflamatérias, como o TNF-a e IL-1B
(XU etal., 2010).

O processo inflamat6rio também promove a ativacdo do fator
de transcricdo NF-xB, que por sua vez, ao se ligar em regides
promotoras de varios genes, incluindo os das citocinas (TNF-a e IL-1pB),
a enzima ciclooxigenase-2 (COX-2), 6xido nitrico sintase induzida
(iNOS) e proteases (metaloproteinases de matriz-MMPs), promove a
transcricdo destas proteinas alvos e, consequentemente, modula a via de
processamento e  transmissdo da  informacdo  nociceptiva
(NIEDERBERGER e GEISSLINGER, 2008). Lee e colaboradores
(2004) demonstraram que a inflamacdo periférica induzida por CFA
causou aumento da expressdo do fator de transcricdo NF-xB tanto na
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medula espinhal, quanto no GRD de ratos. Neste mesmo estudo, foi
demonstrado que o tratamento i.t. com inibidores do NF-xB causou
reducdo significativa da alodinia mecénica, da hiperalgesia térmica, da
ativacéo espinhal do NF-xB e do aumento dos niveis do RNAm para a
COX-2 induzidos pela administracéo i.pl. de CFA (LEE et al., 2004).
Desse modo, o presente estudo verificou se o precursor das resolvinas da
série D 17(R)HDoHE também poderia inibir a ativaco deste fator de
transcricdo, o qual, consequentemente, diminuiria a producdo de
mediadores pro-inflamatérios e pro-nociceptivos. Nossos resultados
demonstraram que o processo inflamatorio resultante do modelo de
artrite induzida por adjuvante também promove aumento da ativagéo do
NF-kB tanto na medula espinhal quanto no GRD de ratos e, de modo
interessante, o precursor 17(R)HDoHE, quando administrado i.p.
durante o processo inflamatério agudo, diminuiu a ativacdo do NF-xB
em ambos os tecidos avaliados.

Além do envolvimento do fator de transcricio NF-kB na
transmissdo da informagdo nociceptiva, diversos estudos demonstram o
envolvimento das enzimas ciclooxigenases na producdo de mediadores
pré-nociceptivos, como as prostaglandinas. Ambas as isoformas COX-1
e COX-2 estdo envolvidas na producéo de prostandides a partir do acido
araquiddnico, os quais sdo conhecidos por seus efeitos pro-nociceptivos
(para revisdo ver BURIAN e GEISSLINGER, 2005). A expressdo destas
enzimas varia em fungdo dos tecidos considerados, sendo que a
diferenca mais marcante é que a enzima COX-1 esta expressa
constitutivamente nos tecidos, enquanto que e a enzima COX-2, apesar
de estar constitutivamente expressa em algumas regides do sistema
nervoso central, tem sua expressdo induzida durante O processo
inflamatério (DUBOIS et al., 1998; VANE et al., 1998; YACOUBIAN e
SERHAN, 2007). Vaérios trabalhos confirmam o aumento evidente da
expressdo da COX-2, tanto no local da inflamacdo, quanto em
neurdnios, glia, células endoteliais na medula espinhal e no cérebro de
ratos (SAMAD et al., 2001). Ainda, foi demonstrado que a hiperalgesia
mecéanica induzida pela IL-1p depende da producdo de prostandides,
visto que o pré-tratamento com a indometacina, inibidor de enzimas
ciclooxigenases, blogueia o efeito desta citocina (FERREIRA et al.,
1988). Ademais, recentemente foi demonstrado que a enzima COX-2
neuronal possui  papel importante no desenvolvimento da
hipersensibilidade mecanica, mas ndo na hipersensibilidade térmica
(VARDEH et al., 2009). Além disso, a administracdo do inibidor
seletivo da COX-2, celecoxibe, inibe a hiperalgesia mecéanica de
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maneira dependente da dose em um modelo de monoartrite em ratos (Ml
et al, 2008). Desta forma, observa-se que o blogueio da atividade de
enzimas COX-2, ou a regulacdo da transcricdo desta proteina modula o
processo hiperalgésico em modelos animais de nocicepgdo. Assim, além
da participacdo do fator de transcricdo NF-xB no mecanismo de agdo
proposto para o precursor de resolvinas da série D 17(R)HDoHE,
também foi investigada a possivel participacdo da enzima COX-2 no
mecanismo de agdo proposto para o precursor de resolvina
17(R)HDoHE. Como esperado, o precursor das resolvinas da série D
guando administrado no periodo agudo do processo inflamatério ap6s a
inducdo de artrite também resultou na diminuicdo significante da
imunomarca¢do para COX-2 na medula espinhal e no GRD. Estes
resultados nos permitem concluir que o bloqueio tanto do fator de
transcricdo NF-xB, bem como da enzima COX-2, parece ser um dos
mecanismos pelos quais o precursor de resolvinas da série D
17(R)HDoHE inibe o desenvolvimento da hiperalgesia no inicio do
processo inflamatério observado no modelo de artrite induzido por CFA.
Além de ter avaliado o efeito do precursor 17(R)HDoHE na modulacéo
pés-transcricional destes mediadores, foi avaliado se este precursor
poderia modular os niveis de RNAm do fator de transcricdo NF-xB e da
enzima COX-2. Analisando-se somente a expressdo do fator de
transcricdo NF-xB em ratos com AIA que ndo foram tratados com o
precursor 17(R)HDoHE, foi observado aumento significativo dos niveis
de RNAm somente na medula espinhal, mas ndo no GRD, quando
avaliados no inicio do processo inflamatério. Estes resultados
corroboram, em parte, o estudo realizado por Chan e colaboradores
(2000), os quais demonstraram pelo ensaio de alteragdo da mobilidade
eletroforética (do inglés electrophoretic mobility shift assay - EMSA)
que o heterodimero p50/p65 do fator de transcricdo NF-kB tem sua
capacidade de ligacdo aumentada na medula espinhal 30 min ap6s a
inducdo da inflamacdo periférica, sendo que 2 h apds estes niveis
comecam a diminuir. Além disso, Lee e colaboradores (2004) também
demonstraram que a capacidade de ligacdo ao DNA pela subunidade
p65 do NF-kB aumentou na medula espinhal 30 min e diminuiu 2 h
apés a injecdo de CFA, enquanto que nenhuma alteracdo significativa
foi detectada na atividade da subunidade p50 do NF-xB. Apesar da
diferenca nas técnicas empregadas, ou seja, 0s autores mencionados
anteriormente utilizaram a técnica de EMSA para avaliar a atividade das
subunidades do NF-«B e, no presente trabalho, foi utilizada a técnica de
PCR em tempo real, ndo foi possivel detectar diferencas nos niveis de
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RNAmM do NF-kB, provavelmente devido ao periodo escolhido para a
avaliacdo. No entanto, foi possivel detectar aumento dos niveis das
proteinas como verificado pela técnica de imunoistoquimica.
Consequentemente, estudos complementares s30 necessarios para
investigar se existem diferencas nos niveis de RNAm do fator de
transcricdo NF-xB em um periodo anterior ao avaliado no modelo de
artrite induzida por adjuvante.

Paralelamente ao aumento dos niveis da proteina COX-2
observado na medula espinhal, também foi observado aumento
significativo dos niveis do RNAm desta proteina 3 dias apos a inducdo
da artrite. Alguns autores demonstraram que os niveis de RNAm para a
COX-2 estdo aumentados por, pelo menos, 24 h ap6s a inducdo da
inflamacédo periférica (SAMAD et al., 2001) e outros detectaram uma
diminui¢do nos niveis do RNAm pra COX-2 3 dias ap6s (HAY et al.,
1997). Entretanto, Beiche e colaboradores (1996) também detectaram
diferentes padrbes de expressdo do RNAm para a COX-2, 0s quais ainda
se encontravam elevados 7 dias apés a injecdo de CFA. Corroborando os
dados do presente trabalho, ja foi demonstrado aumento do RNAm para
COX-2 na medula espinhal 3 dias ap6s a inducao de inflamacéo cronica
em camundongos (NARITA et al.,, 2008). No entanto, no presente
trabalho ndo foi observado nenhuma diferenca nos niveis de RNAm para
COX-2 no GRD quando avaliado 3 dias apds a indugdo da artrite em
ratos. De fato, ja foi demonstrado que durante a inflamacao periférica
induzida pela injecdo de CFA na pata de ratos ocorre um pequeno
aumento, mas ndo significativo, do RNAmM para COX-2 no GRD,
contrastando com o aumento significativo do RNAm na medula espinhal
(AMAYA et al., 2009). De maneira interessante, 0s nossos resultados
demonstraram que o tratamento com o precursor de resolvinas da série
D 17(R)HDoHE preveniu 0 aumento dos niveis de RNAm para COX-2
na medula espinhal. Nesse sentido, o precursor das resolvinas da série D
17(R)HDoHE parece modular a sensibilizacdo periférica através da
inibicdo do fator de transcricdo NF-«xB (proteina) e da enzima COX-2
(proteina e RNAmM) no GRD, bem como modular a sensibilizacdo
central pela inibicdo do NF-kB (proteina) e da enzima COX-2 (proteina
e RNAmM) na medula espinhal de ratos com AlA.

Até pouco tempo atras, pouco era conhecido em relacdo aos
mecanismos pelos quais a RvDl1 promovia seus efeitos anti-
inflamatérios. Recentemente, foi demonstrado que ela é capaz de se
ligar a receptores acoplados a proteina G: o receptor de lipoxina A4
(ALX) e o receptor 6rfio GPR32 presente em fagdcitos humanos
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(KRISHNAMOORTHY et al., 2010). Além do mais, um estudo recente
do nosso grupo demonstrou que a resolvina AT-RvD1, mas ndo o seu
precursor 17(R)HDoHE e a RvD2, inibe a producdo de vérias citocinas
pro-inflamatorias, como TNF-o. e IL-6, em macrofagos estimulados com
lipopolissacarideo, sendo que este efeito é dependente da ativagdo do
receptor ALX (BENTO et al.,, 2011). No entanto, se o precursor
17(R)HDoHE e a resolvina AT-RvD1 também promovem o0s seus
efeitos anti-hiperalgésicos através da ativagdo dos receptores de lipoxina
ALX efou do receptor 6rfio GPR32 ainda ndo esti estabelecido e
estudos adicionais necessitam ser realizados para investigar esta
hipotese.
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Figura 31. Possiveis mecanismos de agdo do precursor de resolvinas da série D,
17(R)HDoHE, e da resolvina formada na presenca da aspirina, AT-RvD1, no inicio
do processo inflamatorio articular no modelo da artrite induzida por adjuvante
(AlA). A administracéo i.pl. de CFA da pata ipsilateral causa, 3 dias apds a indugéo
de AIA, um aumento significativo da hiperalgesia mecénica e térmica, bem como a
producéo das citocinas pro-inflamatérias TNF-o e IL-1p no tecido da pata e a
ativacdo do fator de transcricdo NF-kB e da enzima COX-2 na medula espinhal e no
ganglio da raiz dorsal (GRD). O tratamento com o precursor 17(R)HDoHE (300
ng/i.p.) e com a resolvina AT-RvD1 (100 e 300 ng/i.p.), no inicio do processo
inflamatorio articular, reduz de forma significativa a hiperalgesia mecanica, mas néo
a térmica. O efeito anti-hiperalgésico do precursor 17(R)HDoHE e da resolvina AT-
RvD1 ocorre em decorréncia, possivelmente, da sua atuagdo sobre fibras A e/ou
AB, por diminuir a producdo de TNF-a. e IL-1p no tecido da pata e a ativagdo do
fator de transcricdo NF-xB e da enzima COX-2 na medula espinhal e no GRD.
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Figura 32. Possiveis mecanismos de agdo do precursor de resolvinas da série D,
17(R)HDoHE, no processo inflamatério articular estabelecido no modelo da artrite
induzida por adjuvante (AlA). A administracdo i.pl. de CFA da pata ipsilateral causa
um aumento significativo da hiperalgesia mecanica e térmica quando avaliadas no
periodo sub-cronico (14 dias ap6s a inducéo de AIA) e crbnico (30 dias apds a
inducdo de AIA) da inflamagdo articular. O tratamento com doses maiores do
precursor 17(R)HDoHE (300, 600 e 900 ng/i.p.) diminuiu de forma significativa a
hiperalgesia mecénica, mas ndo a hiperalgesia térmica. O efeito anti-hiperalgésico
do precursor 17(R)HDoHE no periodo sub-crdnico ocorre em decorréncia,
possivelmente, da sua atuacao sobre fibras A3 e/ou AB. Além disso, observou-se que
apos o tratamento repetido com o precursor 17(R)HDoHE (300 ng/i.p.; 6 dias, 1x ao
dia) houve uma reducéo do escore de rigidez articular. No entanto, efeitos supra-
espinhais do precursor 17(R)HDoHE no periodo sub-cronico da inflamacéo articular
precisam ser investigados.
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6. CONCLUSAO

Com base nos resultados descritos no presente estudo, foi
demonstrado pela primeira vez o potencial anti-hiperalgésico do
precursor das resolvinas da série D 17(R)HDoHE, bem como de um de
seus metabolitos, a AT-RvD1, quando avaliados no modelo de artrite
induzida por adjuvante em ratos. De modo relevante, o tratamento com
o precursor 17(R)HDoHE apresentou efeito anti-hiperalgésico superior
ao observado com outras drogas utilizadas atualmente no tratamento da
dor da artrite. Os resultados aqui apresentados demonstram ainda que
inibicdo do fator de transcricdo NF-kB e COX-2 na medula espinhal e
no GRD parece contribuir em parte para o efeito anti-hiperalgésico do
precursor 17(R)HDoHE tratado i.p. durante o processo inflamatério
agudo. Além disso, o efeito anti-hiperalgésico de ambos os mediadores
lipidicos, o precursor 17(R)HDoHE e a AT-RvD1, parece ser resultante
da modulacéo da produgdo das citocinas TNF-o e IL-1p na pata de ratos
submetidos ao modelo de artrite induzida por adjuvante. Considerando
0s parametros relacionados a artrite, o efeito do precursor 17(R)HDoHE
em prevenir 0 aumento a rigidez articular em ratos com artrite mostra
ndo somente o potencial anti-hiperalgésico deste mediador lipidico
como o seu potencial em diminuir a progresséo do dano articular.

Finalmente, os resultados do presente trabalho demonstram a
importancia do consumo de acidos graxos ®-3, uma vez que Sd0
precursores de mediadores lipidicos, como o precursor 17(R)HDoHE
bem como a resolvina AT-RvD1, os quais exercem papel relevante na
resolucdo do processo inflamatério e doloroso, além de demonstrar que
estes mediadores lipidicos sdo moléculas promissoras para tratamento da
dor de origem inflamatoria, a qual ainda se caracteriza como um sintoma
de dificil tratamento de doencas inflamatérias cronicas como a artrite
reumatoide.
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Resolution of inflammation is mediated by endogenous molecules with anti-inflammatory and pro-resolving activities and they
have generated new possibilities for the treatment of inflammatory diseases. Here, we have investigated the possible
anti-hyperalgesic effects of two lipids, aspirin-triggered resolvin D1 (AT-RvD1) and its precursor,

17(R)-hydroxy-47,77,10Z,13Z,15E,17R,19Z-docosahexaenoic acid (17(R)HDoHE).
EXPERIMENTAL APPROACH

The anti-hyperalgesic effects of both lipid mediators were evaluated, using mechanical and thermal stimuli, at different
time-points in adjuvant-induced arthritis in rats. Cytokine levels were measured, and immunohistochemistry and real-time PCR

for pro-inflammatory mediators were also performed.

KEY RESULTS

The precursor of resolvin D series, 17(R)HDoHE, given systemically, inhibited the development and the maintenance of
mechanical hyperalgesia in acute inflammation. Such effects were likely to be associated with modulation of both NF-xB and
COX-2 in dorsal root ganglia and spinal cord. 17(R)HDoHE was also effective against sub-chronic pain. Unexpectedly,
repeated treatment with 17(R)HDoHE did not modify paw and joint oedema in the sub-chronic model, while joint stiffness
was prevented. Notably, AT-RvD1 exhibited marked anti-hyperalgesic effects in acute inflammation when given systemically.
The efficacy of long-term treatment with either 17(R)HDoHE or AT-RvD1 was partly related to decreased production of TNF-a

and IL-1B in rat hind paw.
CONCLUSIONS AND IMPLICATIONS

Our findings provide fresh evidence for the anti-hyperalgesic properties of 17(R)HDoHE and its pro-resolution metabolite
AT-RvD1. Such lipid mediators might be useful for treating pain associated with acute or chronic inflammation.
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Introduction

Rheumatoid arthritis (RA) is a progressive and destructive
chronic autoimmune disease of the joints, characterized by
inflammation of the synovial membranes, joint stiffness and
pain. Synovial inflammation is elicited by the infiltration of
cells of the immune system into the joint and the release of
pro-inflammatory and pro-nociceptive mediators (Firestein,
2003; Miiller-Ladner et al.,, 2005; Brennan and Mclnnes,
2008). Joint hyperalgesia is expressed in response to the
inflammatory mediators, which may sensitize primary noci-
ceptive fibres innervating the joints (Schaible and Grubb,
1993; Schaible et al., 2002; Pinto et al., 2010). During the last
two decades, great efforts have been made to determine the
mechanisms underlying the physiopathology of RA and also
to develop new therapies to treat the devastating outcomes of
this disease (Quan et al., 2008; van Vollenhoven, 2009).
Current therapy includes the disease-modifying anti-
rheumatic drugs, such as methotrexate, and the biological
agents, such as anti-TNF-a inhibitors and the newly approved
anti-IL-6 receptor agent, tocilizumab. Moreover, non-
steroidal anti-inflammatory drugs and the selective inhibitors
of the COX-2 enzyme are also used for the treatment of joint
pain. However, all these drugs have limited efficacy in most
patients, and induce several side effects, such as gastrointes-
tinal bleeding and/or perforation (Quan etal., 2008;
Gonzélez etal.,, 2010). Accordingly, new therapies with
increased efficacy and without or with fewer side effects are
urgently required for the treatment of joint pain.

Interesting potential candidates for such analgesics are
the endogenous lipid mediators, such as lipoxins, resolvins,
protectins and the newly described group of maresins,
derived from w-3-fatty acids (Sommer and Birklein, 2010), the
latter demonstrating beneficial effects in pathological states,
including Crohn’s disease (Belluzzi etal., 1996), coronary
heart disease (GISSI-Prevenzione Investigators, 1999) and
sudden cardiac death (Albert et al., 2002). In addition, it was
shown that i.v. administration of ®-3 fatty acids leads to
clinical improvement of patients with RA (Leeb et al., 2006).
The two main ®-3 fatty acids present in fish oil are eicosap-
entaenoic acid (EPA, C20:5) and docosahexaenoic acid (DHA,
C22:6).

The resolvins (resolution phase interaction products) are a
family of lipid mediators derived from both EPA and DHA
(Serhan et al., 2000; 2002; Hong et al., 2003), denoted the E
series (RVE) and the D series (RvD) resolvins (Serhan et al.,
2002). DHA is the precursor for two groups of resolvins,
referred to as the 17S- and 17R-resolvin D series, which are
produced by different biosynthetic routes during the resolu-
tion phase of inflammation (Serhan et al., 2002; Hong et al.,
2003). Endogenous DHA is converted in vivo via lipoxygenase
(LOX)-catalysed mechanisms to the 17S-hydroxy-containing
series of four resolvins, known as resolvin D1 to resolvin D4
(Serhan et al., 2002; Hong etal., 2003). Specifically, RvD1
biosynthesis involves sequential oxygenations by 15-LOX
and 5-LOX. However, in the case of aspirin treatment,
aspirin-acetylated COX-2 generates 17R-hydroxy-DHA,
which on subsequent oxygenation by 5-LOX results in pro-
duction of 17-epi-RvD1, also known as aspirin-triggered
resolvin D1, (AT-RvD1) (Serhan et al., 2002; Serhan and Clish,
2003; Serhan, 2004). Recently, the structural elucidation of

RvD series precursor and AT-RvD1 in arthritis

RvD1 and AT-RvD1 was confirmed by total organic synthesis
and their complete stereochemistry were established as 78,
8R,17S8-trihydroxy-4Z,9E,11E,13Z,15E,19Z-docosahexaenoic
acid and  7S,8R,17R-trihydroxy-4Z,9E,11E,13Z,15E,19Z-
docosahexaenoic acid respectively (Serhan et al., 2002; Sun
etal., 2007).

The resolvins are not only anti-inflammatory, but they
also promote resolution of the inflammation, back to the
non-inflamed state (Gilroy etal., 2004; Bannenberg et al.,
2005; Serhan, 2007; Serhan, 2009; Serhan et al., 2009). Ini-
tially, Levy et al. (2001) have demonstrated a lipid mediator
class switching during the spontaneous resolution of acute
inflammatory response. Furthermore, RvDs were demon-
strated to display anti-inflammatory actions in an animal
model of kidney ischaemia/reperfusion (Duffield et al., 2006).
Specifically, both RvD1 and AT-RvD1 mediators limit the
transendothelial migration (Serhan etal., 2002; Sun etal.,
2007) and infiltration (Kasuga et al., 2008) of polymorpho-
nuclear (PMN) leukocytes in vivo and regulate leukocyte traf-
ficking as well as clearance of neutrophils from mucosal
surfaces (Campbell et al., 2007). More recently, RvD1 was
shown to diminish leukocyte and prostanoid generation in a
murine model of oxidative stress, a common feature of the
inflammatory process (Filep, 2009; Spite et al., 2009).

Most of the work addressing the potential effects of pro-
resolving lipid mediators has been concerned with inflamma-
tory processes. Recent reports suggest that the resolvins RvE1
and RvD1 could modulate the nociceptive state that usually
accompanies inflammatory disease (Svensson etal., 2007;
Bang et al., 2010; Xu et al., 2010). Therefore, considering the
release of inflammatory mediators, such as cytokines and
chemokines, which contribute to hyperalgesia, the major
goal of this study was to evaluate the potential effect of the
precursor of the resolvin D series, 17(R)HDoHE, as well as
AT-RvD1, in modulating inflammatory pain and disease
parameters in a rat model of arthritis. Efforts have also been
made to investigate some of the mechanisms through which
these mediators exert their anti-hyperalgesic actions.

Methods

Animals

All animal care and experimental procedures used in the
present study followed the National Institute of Health
Animal Care Guidelines (NIH publications) and were
approved by the Ethics Committee of the Universidade
Federal de Santa Catarina (Protocol Number 043/CEUA/PRPe/
2008). The number of animals and intensity of noxious
stimuli used were the minimum necessary to demonstrate
consistent effects of the drug treatment. Male Hannover rats
(180-250 g) kept under controlled temperature (22 = 2°C)
and humidity (60-80%) under a 12:12 h light-dark cycle were
housed. Food and water were provided ad libitum, except
during the experiments. The animals were acclimatized to the
laboratory for at least 1 h prior to experimental procedures.

Complete Freund’s Adjuvant (CFA)-induced
inflammatory pain and arthritis

The protocol was conducted as previously described (Stein
et al., 1988). Briefly, animals were anesthetized with a mixture
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of isoflurane-oxygen (2.5%-2.5%) and received an intraplan-
tar (i.pl.) injection of CFA emulsified in phosphate-buffered
saline (PBS). CFA (1 mg-mL™" heat-killed and dried M. tuber-
culosis, each mL of vehicle containing 0.85 mL paraffin oil
plus 0.15 mL mannide monooleate) and PBS were emulsified
in a 1:1 ratio by the syringe-extrusion method with two
syringes connected by a three-way stopcock until a stable
emulsion was obtained (~5 min). Each animal received a total
of 200 uL in the right hind paw (ipsilateral). This model of
adjuvant-induced arthritis (AIA) allows us to initially evaluate
the acute inflammatory pain, resulting in a progressive
diffuse inflammatory reaction characteristic of arthritis
(Bendele, 2001; Nagakura et al., 2003).

Assessment of pain behaviour

Hind paw withdrawal response induced by von Frey hairs. Me-
chanical hyperalgesia induced by CFA was evaluated accord-
ing to the method previously described (Nagakura et al.,
2003), with some modifications. Rats were placed individu-
ally in clear Plexiglas boxes (13.8 cm x 18.0 cm x 68.2 cm) on
elevated wire mesh platforms (23.0 cm x 39.8 cm x 72.7 cm)
to allow access to the plantar surface of both hind paws. The
animals were acclimatized for at least 1 h prior to behavioural
testing. The paw withdrawal response frequency (%), was
quantified following 10 applications of 8.0 g von Frey Hairs
(Stoelting, USA) with a duration of ~3 s each. Stimuli were
applied on the plantar surface of each hind paw separately.
The nociceptive responses were evaluated at different times (1
to 24 h, 72 h, 14 and 30 days), following CFA injection. All
groups were evaluated before CFA injection in order to deter-
mine the baseline mechanical thresholds.

Thermal threshold evaluation. Thermal hyperalgesia of the
hind paw was assessed using the plantar test (Ugo Basile,
Italy), according to the methodology described already (Har-
greaves et al., 1988). Briefly, the rats were acclimatized to an
apparatus consisting of individual Perspex boxes on an
elevated glass table. An infrared radiant heat (40 W) source
was directed to the plantar surface of the hind paw, and the
time spent to remove the hind paw was defined as the paw
withdrawal latency. The cut-off point was set at 20 s in order
to prevent tissue damage. The apparatus was calibrated to
give a paw withdrawal latency of approximately 15 s in naive
rats.

Evaluation of disease parameters: paw
oedema, joint oedema and joint stiffness

Paw oedema and joint diameter. Oedema of both right (ipsi-
lateral) and left (contralateral) hind paws were measured by
means of a plethysmometer (Ugo Basile, Italy) before and at
several times after the i.pl. injection of CFA during the period
of study (30 days). Moreover, the tibio-tarsal joint oedema
was measured by means of a manual caliper oriented in a
mediolateral plane across the joint line (McDougall et al.,
2009), with minimal compression of the joint. This param-
eter was evaluated in triplicate, and the mean value was used
as an index of joint oedema.

Joint stiffness. The joint stiffness score was evaluated accord-
ing to the method previously described (Nagakura et al.,
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2003). The animals were restrained by the experimenter with
one hand, and the bending and extension movement of the
ankle joint (once in each direction) was conducted with the
other hand. A score was attributed as the following: score O,
no restriction of movement; score 1, a restriction of move-
ment in bending or extension; score 2, restrictions of move-
ment in bending and extension.

Immunohistochemical studies

Rats were deeply anesthetized with 7% chloral hydrate
(8 mL-kg™; i.p.) and perfused with fresh 4% paraformalde-
hyde in 0.2M sodium phosphate, pH 7.4. Immunohis-
tochemical analysis was performed on paraffin-embedded
spinal cord (L4-LS5) and in the dorsal root ganglion (DRG;
L4-L5) (5 um) sections using polyclonal rabbit anti-COX-2
(1:500) and monoclonal mouse anti-phospho-p65 NF-xB (,
1:50) antibodies, according to the method described previ-
ously with some modifications (Vitor etal., 2009). After
quenching of endogenous peroxidase with 1.5% hydrogen
peroxide in methanol (v/v) for 20 min, high-temperature
antigen retrieval was performed by immersion of the slides in
a water bath at 95 to 98°C in 10 mM™! trisodium citrate buffer,
pH 6.0, for 45 min. The slides were then processed using the
VECTASTAIN Elite ABC reagent, according to the manufac-
turer’s instructions. After the appropriate biotinylated sec-
ondary antibody, immune complexes were visualized with
0.05% 3,3’-diaminobenzidine tetrahydrochloride + 0.03%
H,O, in PBS (for exactly 1 min), the reaction was stopped by
means of washing the slides in water and counterstained with
Harris’s haematoxylin. Besides staining untreated animals as
negative controls, sections were incubated with isotype-
matched irrelevant primary antibodies, or the primary anti-
body was omitted. Despite antigen retrieval, these controls
resulted in little or no staining. Images were acquired using a
Sight DS-5 M-L1 digital camera connected to an Eclipse 50i
light microscope (both from Nikon, USA). Settings for image
acquisition were identical for control and experimental
tissues. Five ocular fields per section (five mice per group) at
400 x magnification, of the DRG and superficial (lamina I and
IT) and neck region (lamina V and VI) of the dorsal horn of
spinal cord regions associated primarily with the termination
of nociceptive primary afferents were captured and a thresh-
old optical density was obtained using the NIH Image]J 1.36b
imaging software (NIH, USA). The nucleus proprius (lamina
III and IV) and ventral horn of spinal cord were not evalu-
ated. For all analysis, total pixels intensity was determined,
and data was expressed as optical density.

RNA extraction and real-time PCR

Total RNA from spinal cord (L4-L5) and DRG (L4-LS5) was
extracted using the TRizol® protocol, and its concentration
was determined using a NanoDrop 1100 (NanoDrop Tech-
nologies, USA). A reverse transcription assay was performed
as described in the M-MLV Reverse Transcriptase protocol,
according to the manufacturer’s instructions. cDNA (300 ng)
was amplified in triplicate using the TagMan® Universal PCR
Master Mix Kit with specific TagMan Gene Expression target
genes, the 3’ quencher MGB and FAM-labelled probes for rat
COX-2 (Rn00568225_m1), NF-kB (Rn01399583) and B-actin
(Rn00667869_m1) that was used as an endogenous control



for normalization. The PCR reactions were performed in a
96-well Optical Reaction Plate (Applied Biosystems, USA).
The thermocycler parameters were as follows: 50°C for 2 min,
95°C for 10 min, 50 cycles of 95°C for 15s and 60°C for
1 min. Expression of the target genes was calibrated against
conditions found in control animals (i.e. animals that had
received vehicle).

Determination of cytokine levels

Levels of the pro-inflammatory cytokines TNF-o. and IL-1B
were determined in spinal cord samples (lumbar segments
L4-L5) and in the hind paw tissue as previously described
(Manjavachi et al., 2010). Briefly, samples were homogenized
in phosphate buffer containing 0.05% Tween 20, 0.1 mM
phenylmethylsulphonyl fluoride, 0.1 mM benzethonium
chloride, 10 mM ethylene diamine tetracetic acid and 20 Ul
aprotinin A. The homogenate was centrifuged at 7000x g for
10 min and supernatants were stored at —70°C until further
analysis. Cytokine levels were evaluated using an ELISA kit
according to the manufacturer’s recommendations (R&D
Systems, USA).

General protocols of treatment

The following series of experiments were designed to evaluate
the potential effect of 17(R)HDoHE and AT-RvD1 on inflam-
matory pain and disease parameters, as well as the possible
mechanisms of action in the AIA model in rats. (i) To deter-
mine the effect of the lipid precursor on the genesis of inflam-
matory hyperalgesia, the animals were pre-treated with
17(R)HDoHE (300 ng/i.p.), 30 min before the induction of
ATA. (ii) In order to evaluate the effect of 17(R)HDoHE or
AT-RvD1, after hyperalgesia had been already established, the
animals were treated at different periods of the experimental
model — development of hyperalgesia (the third day after AIA)
— 17(R)HDoHE (300 ng/i.p.) and AT-RvD1 (100 or 300 ng/
i.p.); sub-chronic inflammatory state (14th day after AIA) -
17(R)HDoHE (300, 600 or 900 ng/i.p.) and chronic inflam-
matory state (30th day after AIA) — 17(R)HDoHE (300 or
600 ng/i.p.). (iii) To assess the effects of repeated treatment
with 17(R)HDoHE and AT-RvD1 to modulate the develop-
ment of inflammatory hyperalgesia and pro-inflammatory
mediators production, the animals were treated with
17(R)HDoHE (300 ng/i.p., given for 5 days, once a day) and
AT-RvD1 (100 ng/i.p., given for 4 days, twice a day), starting
3 days after AIA induction. (iv) In order to further evaluate
the possible mechanisms involved in the analgesic actions of
17(R)HDoHE, we next assessed whether systemic treatment
with 17(R)YHDoHE (300 ng/i.p., 3 days after AIA induction)
was able to decrease the activation of NF-xB and COX-2 in the
DRG and the spinal cord. For this reason, 4 h after the last
treatment, the DRG and lumbar spinal cord were collected
and immunohistochemically evaluated as described above.
(v) We also evaluate the possible effect of 17(R)HDoHE on
mRNA levels of both NF-kB and COX-2 in the spinal cord and
DRG. For this purpose, 3 days after AIA, animals were treated
with 17(R)HDoHE (300 ng/i.p.) and 4 h after treatment, the
DRG and lumbar spinal cord were collected and processed for
real-time PCR assay. (vi) In another set of experiments, we
compared the analgesic efficacy of 17(R)HDoHE with stan-
dard, clinically used analgesics: indomethacin (5 mg-kg”,

RvD series precursor and AT-RvD1 in arthritis

i.p.), morphine (0.5 mg-kg™”, s.c.), gabapentin (70 mg-kg”,
p.o.) and dexamethasone (5 mg-kg', s.c.) in AIA induced
hyperalgesia. All experiments were conducted in a double-
blinded manner.

Statistical analysis

The results are expressed as mean = SEM from 5-6 animals.
Behavioural data were analysed by two-way analysis of vari-
ance (ANOVA) with repeated measures, followed by Bonferro-
ni’s post hoc test. The non-parametric Kruskal-Wallis test was
employed for analysing ordinal parameters. For ELISA, immu-
nohistochemistry and real-time PCR data, one-way ANOVA
followed by Bonferroni’s post hoc test was used to determine
the differences among groups. The accepted level of signifi-
cance for the tests was *P < 0.05. All tests were performed
using the GraphPad® 4 Software (USA).

Materials

17(R)HDoHE and AT-RvD1 were purchased from Cayman
Chemicals (Ann Arbor, USA). CFA, dexamethasone,
indomethacin, gabapentin, haematoxylin, eosin, hydrogen
peroxide, tetramethylbenzidine, Tween-20, Tween-80, paraf-
fin, PBS, sodium citrate, phenylmethylsulphonyl fluoride,
paraformaldehyde, leupeptin, aprotinin, ethylene diamine
tetracetic acid and benzethonium chloride were all purchased
from Sigma Chemical Company (USA). Rabbit polyclonal
anti-COX-2 was obtained from Cell Signaling Technology
(USA). Rabbit polyclonal anti-phospho-p65 NF-xB was
obtained from Santa Cruz Biotech. Inc. (USA). Rat TNF-o. and
IL-1B DuoSet kits were obtained from R&D Systems (USA).
Morphine, sodium chloride and sodium phosphate were
obtained from Merck (Germany). Acetone, xylol, ethyl
alcohol and methyl alcohol were purchased from LabSynth
(Brazil). Citric acid and sodium citrate were purchased from
Merck (Brazil). Chloral hydrate was purchased from Vetec
(Brazil). Harris’s haematoxylin solution was purchased from
Merck (Germany). 3,3’-Diaminobenzidine tetrahydrochloride
and streptavidin-biotin peroxidase were obtained from Dako
Cytomation (USA). Primers and probes for rat COX-2, NF-kB
and B-actin were purchased from Applied Biosystems (UK).
All receptors and channel nomenclature follow Alexander
et al.(2009).

Results

Effect of pretreatment with 17(RJHDoHE on
the genesis of mechanical and thermal
hyperalgesia in AIA in rats

Our model of AIA is one of the most commonly used animal
models to assess the preclinical efficacy of potential new
agents to treat arthritis (Hegen et al., 2008). In order to evalu-
ate the potential of 17(R)HDoHE in preventing the induction
of mechanical and thermal hyperalgesia evoked by the acute
inflammatory pain in response to AIA, rats were pretreated
with 17(R)HDoHE (300 ng/i.p.), 30 min before the induction
of AIA. The choice of the dose for each drug was based on
pilot experiments (data not shown) and on previous data
described in the literature (Dornelles et al., 2009). In the
present study, i.pl. administration of CFA into the right hind
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Figure 1

Pretreatment with the resolvin D series precursor, 17(R)HDoHE (300 ng/i.p., 30 min before), prevented the induction of mechanical (A,B) and
thermal (D,E) hyperalgesia in ipsilateral hind paws of rats with adjuvant-induced arthritis (AIA). (C) and (F) represent mechanical and thermal
hyperalgesia, respectively, in the contralateral hind paws of rats with AIA. Data are presented as the mean = SEM of five to six animals per group.
*P < 0.05 and #P < 0.05 are significantly different from the vehicle and complete Freund’s Adjuvant (CFA) groups respectively. The arrow (1) above

X-axis represents the treatment with 17(R)HDoHE. BL, baseline.

paw markedly increased the mechanical (Figure 1A) and
thermal hyperalgesia (Figure 1D) as early as 1h after AIA
induction (P < 0.05). Nonetheless, 1 h after pretreatment with
17(R)HDoHE, the animals displayed a significant reduction of
the mechanical hyperalgesia, in the ipsilateral paw, compared
with the control group. Moreover, 17(R)HDoHE exhibited its
maximum effect 4 h after treatment and lasted for up to 6 h
(Figure 1A,B). However, the pre-treatment with 17(R)HDoHE
produced a moderate and transient reduction of the thermal
hypersensitivity only at 2 h (Figure 1D,E). The mechanical
and thermal threshold of the contralateral paw
(Figure 1C,E,F) and the baseline threshold (data not shown)
were not altered by pretreatment with 17(R)HDoHE.

Effect of post-treatment with 17(R)HDoHE on
the development of mechanical and thermal
hyperalgesia in AIA rats

As the resolvin D series precursor 17(R)HDoHE clearly pre-
vented the genesis of mechanical, but only slightly affected
that of the thermal hyperalgesia induced by AIA, we next
attempted to evaluate whether 17(R)HDoHE could also
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inhibit the same parameters in established inflammatory
pain. Accordingly, 3 days after AIA induction, rats were
treated with a single dose of 17(R)HDoHE (300 ng/i.p.), and
mechanical and thermal hyperalgesia were evaluated as
described previously. Interestingly, this therapeutic treatment
with 17(R)HDoHE significantly inhibited the mechanical
hyperalgesia in the ipsilateral paw from 1 h to 12 h, with an
inhibition of about 59%, compared with AIA group (P < 0.05,
P <0.001) (Figure 2A,B), demonstrating the clinical relevance
of treatment with 17(R)HDoHE after hyperalgesia is already
established. Conversely, treatment with 17(R)HDoHE did not
inhibit thermal hyperalgesia in ipsilateral hind paw
(Figure 2D,E). Furthermore, the treatment with 17(R)HDoHE
also failed to significantly modify the mechanical and
thermal hyperalgesia in contralateral paws (Figure 2C,F).

Effect of classic clinically used drugs on the
development of mechanical hyperalgesia in
AlA rats

In order to compare the effect of the post-treatment with
the precursor 17(R)HDoHE with classic drugs used in clinic
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Figure 2

Post-treatment with 17(R)HDoHE (300 ng/i.p., 3 days after), almost abolished the mechanical (A,B) but not thermal (D,E) hyperalgesia in
ipsilateral hind paws of rats with adjuvant-induced arthritis (AIA). (C) and (F) represent mechanical and thermal hyperalgesia, respectively, in the
contralateral hind paws of rats with AIA. Data are presented as the mean = SEM of five to six animals per group. *P < 0.05 and #P < 0.05 are
significantly different from the vehicle and complete Freund’s Adjuvant (CFA) groups respectively. The arrow (1) above X-axis represents the

treatment with 17(R)HDoHE.; d3, day 3 after AIA induction.

for the treatment of painful states, 3 days after AIA induc-
tion, the rats were treated with a single dose of 17(R)yHDoHE
(300 ng/i.p.), or the non-selective COX inhibitor
indomethacin (5 mg-kg™, i.p.), morphine (0.5 mg-kg™, s.c.),
an opioid analgesic drug, gabapentin (70 mg-kg™', p.o.), an
anti-epileptic drug, or dexamethasone (5 mg-kg’, s.c.), a
glucocorticoid agent. Injection of CFA into the rat hind
paw induced a significant reduction in nociceptive
threshold, which was strongly inhibited by post-treatment
with the precursor 17(R)HDoHE, with an inhibition of
72 * 3% (Table1). However, post-treatment with
indomethacin, morphine and gabapentin resulted in less
inhibition of mechanical hyperalgesia, inhibitions of
35 = 5%, 34 = 4% and 42 = 4% respectively (Table 1).
Conversely, the treatment with dexamethasone (5 mg-kg”,
s.c.) caused a mild but statistically not significant (12 * 3%)
reduction in the mechanical hyperalgesia induced by
adjuvant arthritis (Table 1). All drugs were administered
1 h before the measurement of pain parameters, with
exception of dexamethasone, which was given 4 h before
evaluation.

Effect of post-treatment with 17(R)HDoHE on
the mechanical and thermal hyperalgesia in a
sub-chronic and chronic inflammatory state
in AIA rats

Here, we addressed the possible effects of 17(R)HDoHE in the
mechanical and thermal hyperalgesia in a sub-chronic
inflammatory pain state. To achieve this, we decided to treat
the animals 14 days after AIA induction, when the animals
started to present signs of systemic inflammation of the joints
(i.e. joint stiffness and paw oedema in both ipsi- and con-
tralateral hind paws), that is, parameters related to develop-
ment of the arthritis. Fourteen days after AIA, the animals
were treated with a single dose of 17(R)HDoHE (300, 600 or
900 ng/i.p.) and both mechanical and thermal hyperalgesia
were evaluated. As shown in Figure 3A, the low dose of
17(R)HDoHE (300 ng/i.p.) was not able to inhibit the
mechanical hyperalgesia induced by AIA. On the other hand,
when rats were treated with higher doses (600 and 900 ng/
i.p.) a significant reduction of mechanical hyperalgesia was
observed for up to 6 h after treatment (P < 0.05) (Figure 3A,B).

British Journal of Pharmacology (2011) 164 278-293 283



BJP JF Lima-Garcia et al.

Table 1
Effect of 7(R)HDoHE and different classes of drugs in a rat model of AIA

Mechanism of action

Inhibition (%)?

17(R)HDoHE Unknown 300 ng/i.p. 72 = 3*
Indomethacin Cyclooxygenase inhibitor 5 mg-kg™ (i.p.) 35 = 5*
Morphine Opioid analgesic 0.5 mg-kg™ (s.c.) 34 + 4*
Gabapentin Anti-epileptic 70 mg-kg™ (p.0.) 42 + 4*
Dexamethasone Glucocorticoid 5 mg-kg™ (s.c.) 12 +£3

Asterisk denote significant differences from CFA-treated group (*P < 0.05).
*Mean = SEM (n = 5-6 rats/group). The inhibition is given as the difference (in percentage) between the mean area under the time-response
curve (1-6 h values) of the responses in the drug-treated group and in relation to the CFA-treated group. All drugs were administered on the
third day after induction of adjuvant arthritis. 17(R)HDoHE, indomethacin, morphine and gabapentin were administered 1 h before and
dexamethasone 4 h before the evaluation of pain response.
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None of the tested doses of 17(R)HDoHE (300, 600 and
900 ng/i.p.) was effective in inhibiting the mechanical hype-
ralgesia in the contralateral hind paw (Figure 3C). Also,
thermal hyperalgesia evaluated 4 h after 17(R)HDoHE admin-
istration was not significantly inhibited by any of the tested
doses of 17(R)HDoHE (Figure 3D). Finally, when evaluated in
a established chronic inflammatory state (i.e. 30 days after
AIA induction), 17(R)HDoHE (300 and 600 ng/i.p.) was not
effective in inhibiting either mechanical or thermal hyperal-
gesic responses (Figure 3E,F).

Effect of 17(R)HDoHE on clinical signs

of arthritis

Animals treated with a single dose of 17(R)HDoHE
(300 ng/i.p.) 30 min before, 3 days and 30 days after AIA
induction did not display any significant alterations in paw
oedema, joint oedema and joint stiffness of both ipsi- and
contralateral hind paws (data not shown). However, when
animals received 17(R)HDoHE (300 ng/i.p.) for 6 consecu-
tive days beginning on day 14 after AIA induction, the
development of joint stiffness (Figure 4A), but not paw and
joint oedema (Figure 4C,E), was significantly attenuated
in comparison with AIA group (P < 0.05). No significant
alterations were detected in the contralateral paws
(Figure 4B,D,E).

Effect of post-treatment with AT-RvD1 on the
mechanical hyperalgesia in AIA rats

AT-RvD1 is one of the resolvins of the D series that can be
produced by the metabolism of the precursor 17(R)yHDoHE
(Serhan et al., 2002). Thus, we addressed the potential of
AT-RvD1 to inhibit the development of mechanical hyperal-
gesia in the established acute inflammatory state (the third
day after AIA induction). As shown in Figure 5A,B, a single
dose of AT-RvD1 (100 or 300 ng/i.p.) significantly inhibited
the hyperalgesia caused by i.pl. injection of CFA for up to 6 h
(P <0.05). The treatment with AT-RvD1 did not significantly
alter the baseline threshold of mechanical nociception (data
not shown).

Effect of repeated treatment with
17(R)HDoHE or AT-RvD1 on the

mechanical hyperalgesia in AIA rats

In the next series of experiments, we assessed the ability of
repeated treatment with 17(R)HDoHE and AT-RvD1 to
inhibit the development of inflammatory hyperalgesia, as
assessed 3 days after AIA induction. As shown in Figure 5C,
systemic treatment with 17(R)HDoHE (300 ng/i.p.; given
once a day, for 5 days) inhibited the mechanical hyperalgesia
induced by i.pl. CFA, an effect that lasted for up to 6 h
(Figure 5C) with a reduction of 48% (P < 0.05) (Figure 5D). In
addition, repeated treatment with AT-RvD1 (100 ng/i.p.;
given for 4 days, twice a day) markedly inhibited the devel-
opment of inflammatory hyperalgesia induced by i.pl CFA-
injection, as assessed 3 days after AIA induction, an effect
that lasted for up to 6 h (Figure SE) with an inhibition of
34% (P < 0.05) (Figure SF).

RvD series precursor and AT-RvD1 in arthritis

Effect of repeated treatment with
17(R)HDoHE or AT-RvD1 on the levels

of the pro-inflammatory cytokines in spinal
cord and hind paw tissue of AIA rats

By the end of the repeated treatment with 17(R)HDoHE
(300 ng/i.p.; for 5 days; once a day) or AT-RvD1 (100 ng/i.p.;
for 4 days; twice a day), as described above, the spinal cord
and paw tissue of both hind paws (ipsi- and contralateral)
were collected and TNF-o. and IL-1B levels were determined
by ELISA assay. As expected, AIA resulted in a significant
enhancement in the levels of both TNF-o and IL-1f in the
ipsilateral hind paw tissue (P < 0.05) (Figure 6A-D). Repeated
treatment with 17(R)HDoHE resulted in a significant
decrease of both TNF-a (Figure 6A) and IL-1B (Figure 6B) in
the ipsilateral hind paw tissue (P < 0.05), but not in the
spinal cord (Figure 6E,F). Moreover, treatment with AT-RvD1
was more effective in reducing the levels of TNF-o
(Figure 6C) than IL-1B (Figure 6D) in the hind paw tissue
(P < 0.05). Similar to 17(R)HDoHE treatment, AT-RvD1 did
not significantly reduce the levels of both cytokines in the
spinal cord (Figure 6G,H).

Effect of 17(R)HDoHE on NF-xB and COX-2
immunostaining in the spinal cord and DRG
of AIA rats

To further define some of the signalling pathways that
could mediate the analgesic effects of 17(R)HDoHE, we
assessed, using immunohistochemical assays, the actions of
17(R)HDoHE (300 ng/i.p.), 4 h after treatment, on the acti-
vation of the transcription factor NF-kB or COX-2 expres-
sion in (L4-L5) and superficial (lamina I and II) and neck
region (lamina V and VI) of the dorsal horn of spinal cord.
As expected, AIA led to a pronounced phosphorylation of
the p65 subunit of NF-xB (Figure 7) and increased COX-2
expression (Figure 7) (P < 0.05), either in the superficial
and neck region of the dorsal horn of spinal cord, or in the
DRG neurons (L4-L6), which correlates with persistent
inflammatory hypersensitivity. Relevantly, treatment with
17(R)HDoHE (300 ng/i.p.) significantly reduced the activa-
tion of NF-xB (P < 0.05) and inhibited the increase of
COX-2 expression (P < 0.05) in the dorsal horn of lumbar
spinal cord (Figure 7A,C,E) and in DRG neurons
(Figure 7B,D,F).

Effect of 17(R)HDoHE on NF-kB and COX-2
mRNA levels in the spinal cord and DRG of
AIA rats

Another set of experiments was conducted to evaluate the
effect of 17(R)HDoHE on NF-xB and COX-2 mRNA levels in
both the lumbar spinal cord and DRG of rats subjected to AIA.
As can be seen in Figure 8, the mRNA levels of the transcrip-
tion factor NF-kB were not modified either in the spinal cord
(Figure 8A) or in the DRG (Figure 8C), 3 days after AIA induc-
tion. However, in the same period of evaluation, COX-2
mRNA levels were increased in the spinal cord (Figure 8B),
but not in the DRG (Figure 8D). Furthermore, treatment with
17(R)HDoHE decreased COX-2 mRNA levels in the spinal
cord (Figure 8B).
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Repeated post-treatment with 17(R)HDoHE (300 ng/i.p., 14 days after AIA induction, for 6 days, once a day), prevented joint stiffness score (A)
but not paw (C) and joint oedema (E) increase in ipsilateral hind paws of rats with adjuvant-induced arthritis (AIA). (B), (D) and (F) represent joint
stiffness score, paw and joint oedema, respectively, of contralateral hind paw of rats with AIA. Data are presented as the mean = SEM of five to
six animals per group. *P < 0.05 and #P < 0.05 are significantly different from the vehicle and complete Freund’s Adjuvant (CFA) groups
respectively. The arrow () above X-axis represents the treatment with 17(R)HDoHE. BL, baseline.
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Figure 5

Post-treatment with AT-RvD1) (100 or 300 ng/i.p., 3 days after) (A,B), with the resolvins D series precursor 17(R)HDoHE (300 ng/i.p., 3 days after,
for 5 days) (C,D) or with AT-RvD1 (100 ng/i.p., 3 days after, for 4 days) (E,F) partially inhibited mechanical hyperalgesia (ipsilateral hind paw)
induced by adjuvant-induced arthritis (AlA). Data are presented as the mean * SEM of four to six animals per group. *P < 0.05 and #P < 0.05 are

significantly different from the vehicle and complete Freund’s Adjuvant (CFA) groups respectively. The arrow (1) above X-axis represent the
treatment with AT-RvD1 or 17(R)HDoHE.; d3, day 3 after AIA induction.
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Repeated post-treatment with 17(R)HDoHE, or AT-RvD1 attenuated TNF-o. and IL-1f levels in rat hind paw tissue, but not in the spinal cord after
induction of adjuvant arthritis (AIA). TNF-a and IL-18 levels in the paw tissue (A-D) and in the spinal cord (E-H) after 17(R)HDoHE (300 ng/i.p.,
3 days after, for 5 days, once a day) and AT-RvD1(100 ng/i.p., 3 days after, for 4 days, twice a day) treatment respectively. Data are presented as
the mean * SEM of four to six animals per group. *P < 0.05 and #P < 0.05 are significantly different from the vehicle and complete Freund’s

Adjuvant (CFA) groups respectively.

Discussion and conclusions

The main results emerging from the present study are, to the
best of our knowledge, the first evidence showing that sys-
temic administration of the resolvin D series precursor
[17(R)HDoHE] or the aspirin-triggered resolvin D1 epimer
(AT-RvD1) caused pronounced and long-lasting anti-
hyperalgesic effects when assessed in a model of AIA in rats.
Our data also show that mechanisms underlying the anti-
hyperalgesic actions of 17(R)HDoHE and AT-RvD1 were pri-
marily associated with the inhibition of pro-inflammatory
and pro-nociceptive mediators, namely TNF-o. and IL-1,
and through the blockade of COX-2 expression and NF-kB
activation.

The AIA is a well-characterized model of persistent hype-
ralgesia, which progresses to chronic inflammation of the
joints (Hegen et al., 2008). It is well known that the release of
several pro-inflammatory mediators, for example, prostaglan-
din E, and pro-inflammatory cytokines such as TNF-a and
IL-1B, occurs after an inflammatory insult in the periphery,
which in turn promotes nociceptor sensitization and a
decrease in nociceptive threshold (Kassuya etal., 2007;
Coderre, 2009; Schaible et al., 2009; Uceyler et al., 2009). Fur-
thermore, IL-1f also produces inflammation and induces syn-
thesis of several nociceptor sensitizers and directly activates
nociceptors to induce pain hypersensitivity (Binshtok et al.,
2008). Thus, the inhibition of mechanical hyperalgesia
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observed soon after 17(R)HDoHE administration might be a
result of an indirect modulation of nociceptor sensitization,
because the precursor could attenuate the onset of inflamma-
tion and consequently the release of pro-inflammatory
mediators, diminishing sensitization of afferent fibres.

In the present study, we observed that 17(R)HDoHE has
suppressed the mechanical but not the thermal hyperalgesia
induced by CFA. Earlier studies have demonstrated differ-
ences between tactile allodynia and thermal hyperalgesia,
that is, the former being mediated through large diameter AB
afferent fibres, and the latter being mediated through small
diameter unmyelinated C-fibres (Xu etal., 1997; Ossipov
etal., 1999). In addition, rats that received capsaicin neona-
tally (significantly reducing the number of C-fibres) failed to
develop thermal hyperalgesia, but displayed heightened
responses to mechanical nociceptive stimuli after chronic
constriction injury (Shir and Seltzer, 1990). Therefore, during
CFA-induced inflammation, the mechanism responsible for
thermal hyperalgesia seems likely to be different from that of
the mechanical hyperalgesia (Leem et al., 2001). Also, it has
been suggested that thermal hyperalgesia involves both
spinal and supraspinal circuits, while mechanical allodynia
depends on a supraspinal loop (Wegert et al., 1997). This
difference might reflect that afferent inputs might be associ-
ated with different types of fibre. It is tempting to suggest that
17(R)HDoHE might modulate inflammatory pain via sensiti-
zation of central and/or peripheral Ap afferent fibres, mainly
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in the supraspinal circuits. However, additional experiments
are needed to verify this hypothesis.

Concerning the parameters related to the disease model
evaluated here (i.e. paw oedema, joint oedema and stiffness
score), the marked prevention of joint stiffness by the treat-
ment with 17(R)HDoHE is of great relevance, because one of
the most common complaints of patients with arthritis is stiff
joints, which together with joint pain results in great disabil-
ity (Croci and Zarini, 2007; Montecucco et al., 2009).

AT-RvD1 can be generated from 17(R)HDoHE in the pres-
ence of aspirin by a series of reactions that include enzymatic
epoxidation and hydrolysis (Sun et al., 2007; Serhan et al.,
2008). In murine peritonitis, RvD1 was found to be equipo-
tent to AT-RvD1, limiting PMN infiltration in a dose-
dependent fashion (Sun etal., 2007). Our present results
demonstrated that AT-RvD1, when administered at relatively
low doses (100-300 ng), 3 days after AIA induction raised the
threshold of mechanical hyperalgesia, demonstrating that
not only the precursor 17(R)HDoHE, but also one of its end
products, AT-RvD1, was very effective in modulating the
acute inflammatory pain observed in the AIA model.
However, we cannot rule out the possible conversion of the
precursor 17(R)HDoHE to other 17R-RvD series, because pre-
vious studies have suggested that this precursor could gener-
ate different aspirin-triggered resolvins (Serhan et al., 2000;
2002; Hong et al., 2003). Furthermore, the possible conver-
sion of 17(R)HDoHE to AT-RvD1 requires cells that possess
5-LOX, which is present or may be induced in several types of
cells during inflammation, for example, in the paw, periph-
eral nerve fibre, infiltrated neutrophils, neurons in the spinal

cord and DRG, and therefore might be a site of aspirin-
triggered resolvin biosynthesis (Cortes-Burgos et al., 2009).
Thus, because 17(R)HDoHE may be endogenously converted
to other members of the AT-RvD series, that is, AT-RvD1 or
AT-RvD2, we cannot be sure that the anti-hyperalgesic effect
of 17(R)HDoHE observed in this study could be attributed to
the molecule itself or the formation of other pro-resolution
metabolites at the inflammatory site.Further studies would be
required to confirm this hypothesis.

Extensive data already published has highlighted the
involvement of pro-inflammatory cytokines as mediators of
inflammatory pain (Firestein, 2003; Schaible et al., 2006;
2009). Here, the reduction of mechanical hyperalgesia
observed following repeated treatment with 17(R)HDoHE or
AT-RvD1 might be, at least in part, due to their ability to
decrease TNF-o. and IL-1B in the rat paw. Recently, Xu et al.,
(2010) have reported a marked analgesic effect of resolvin E1
(RvE1l) in several models of acute and persistent pain by
regulating production of pro-inflammatory cytokines. In
addition, RvD1 was shown to possess acute antinociceptive
effect in several inflammatory conditions, probably due to
inhibition of thermoTRP channels, including TRPA1, TRPV3
and TRPV4 (Bang et al., 2010). Thus, our results reinforce and
extend the recently discovered analgesic properties of
AT-RvD1 and its precursor, by showing that these lipids regu-
late the levels of important pro-inflammatory cytokines.

We have confirmed earlier data by showing that periph-
eral inflammation resulting from AIA increases the activation
of NF-xB in both spinal cord and DRG (Chan et al., 2000; Lee
etal., 2004). Noteworthy, we have demonstrated that
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17(R)HDoHE (300 ng/i.p.) significantly decreased the phos-
phorylation of p65 subunit of NF-kB in the spinal cord and
DRG, 3 days after AIA induction. NF-kB is known to have a
pivotal role in immune and inflammatory responses through
the regulation of several genes that encode pro-inflammatory
molecules, including cytokines and COX-2 (Lawrence et al.,
2002). Although COX-2 drives the onset of inflammation
through the production of pro-inflammatory prostaglandin
E,, it also drives the resolution of inflammation through the
synthesis of the anti-inflammatory PG, 15deoxy-A'*'*-PG]J,
(15dPGJ»). In macrophage and lymphocyte cell lines, 15dPGJ,
inhibited the activation of IKKB, which regulates the activa-
tion of NF-xB in response to pro-inflammatory stimuli (Rossi
et al., 2000; Straus et al., 2000). Our results confirm and also
extend these findings by demonstrating that the resolvin D
series precursor, 17(R)HDoHE, inhibited NF-xB activation in
the DRG and dorsal horn of spinal cord. However, the exact
mechanisms by which these lipid mediators inhibit the
NF-xB expression should be further examined.
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Considering mRNA levels of the transcription factor
NF-xB, we did not detect a significant increase in the spinal
cord and DRG in the acute inflammatory state. This data is in
part supported by the study of Chan et al. (2000) who have
demonstrated that the p50/p65 heterodimer of NF-kB
increased as early as 30 min in the spinal cord, and started to
decrease 2 h following peripheral inflammation, demonstrat-
ing that NF-xB expression/activity is dependent, at least in
part, on the period of evaluation. Thus, we did not detect
differences in the NF-xB mRNA levels probably because of the
time at which we evaluated this variable in this study.

Moreover, marked increases in COX-2 expression occur
locally at the sites of inflammation or in different cell types in
the spinal cord and brain (Samad et al., 2001). It has been
shown that COX-2 is induced after peripheral inflammation
(Yacoubian and Serhan, 2007), which indirectly sensitizes
peripheral terminals of sensory fibres (Serhan et al., 2008). Of
note, 17(R)HDoHE (300 ng/i.p.) treatment elicited a signifi-
cant decrease in the immunostaining for COX-2 in the spinal



cord and DRG in acute inflammation. We have also observed
an increase in the levels of COX-2 mRNA 3 days after AIA
induction. Some authors have shown that COX-2 mRNA
levels are increased at least for up to 24 h after peripheral
inflammation (Samad et al., 2001) and others have observed a
decrease in COX-2 mRNA levels after 3 days (Hay et al., 1997).
The increase in COX-2 mRNA in spinal cord 6 h and 3 days
after chronic inflammation in mice (Narita et al., 2008) would
be in accordance with our results,. Also, we detected a signifi-
cant reduction of COX-2 mRNA in the spinal cord of rats
treated with 17(R)HDoHE. When evaluating COX-2 mRNA
expression in DRG, no significant differences were observed.
The DRG from animals with CFA-induced inflammation
showed a minimal increase in COX-2 mRNA contrasting to a
significant induction of COX-2 mRNA in the spinal cord
(Amaya et al., 2009).

To summarize, our present data show that 17(R)HDoHE, a
precursor of the resolvin D series, modulated both the genesis
and the maintenance of mechanical hyperalgesia in the AIA
model of arthritis in rats. Additionally, when comparing the
effect of both 17(R)HDoHE and AT-RvD1 with other currently
used analgesics (Table 1), we can observe that pro-resolution
lipid mediators induced a greater percentage of inhibition of
mechanical hyperalgesia. Moreover, the anti-hyperalgesic
effect of 17(R)HDoHE in acute inflammation seems likely to
be mediated by inhibition of both NF-kB and COX-2 in spinal
cord and DRG levels. Furthermore, the anti-hyperalgesic
effects reported here for AT-RvD1 are likely to rely on the
modulation of TNF-a and IL-1f production in the hind paw
tissue. Given the anti-hyperalgesic efficacy of resolvins and
the safety associated with endogenous mediators, the present
findings bring new evidence that lipid mediators, such as
17(R)HDoHE and AT-RvD1, may represent a new family of
analgesics useful in treating inflammation-associated pain
states such as arthritic pain.
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Summary

Arthritis-associated inflammatory pain represents a serious medical problem
worldwide. Current treatments for arthritis pain are not very effective and can
cause unwanted side effects. Resolvins, including resolvin D and resolvin E series,
are a family of novel endogenous lipid mediators derived from Omega-3
polyunsaturated fatty acids. Resolvins display potent anti-inflammatory and pro-
resolution actions in animal models of inflammation. Emerging evidence also points
to a potent anti-hyperalgesic role of resolvins in animal models of inflammatory
pain. This study by Lima-Garcia et al demonstrated that systemic delivery of the
precursor of resolvin D series, 17(R)HDoHE and its product aspirin-triggered
resolvin D1 (AT-RvD1), at very low doses (1 ug/kg), reduced inflammatory pain in
an adjuvant-induced arthritis model. Of interest 17(R)HDoHE reduced joint
stiffness but not paw and joint edema. Given the potency and safety profile,
resolvins may represent a new class of analgesics for treating inflammatory pain

associated with arthritis.

Key words: Resolvin, RvD1 precursor, lipid mediators, inflammatory pain, arthritis, dorsal

root ganglion, spinal cord, TNF-a

Abbreviations: COX-2, cyclooxygenase-2; DHA, docosahexaenoic acid; DRG, dorsal root
ganglion; EPA, eicosapentaenoic acid, IL-1, interleukin-1beta; NF-«kB, nuclear factor-kB;
RA, rheumatoid arthritis; RvD1, resolvin D1; RvEI, resolvin E1; TNF-a, tumor necrosis
factor-alpha; 17(R)HdoHE, precursor of resolvin D series, 17(R)-hydroxy-
47,717,102,13Z,15E,17R,19Z-docosahexaenoic acid; AT-RvDI1, aspirin-triggered resolvin
D1



Increasing evidence suggests that resolution of acute inflammation involves active
biochemical programs by producing pro-resolution mediators (Serhan et al., 2008). The
mechanisms of pro-resolution mediators are quite different from that of anti-inflammatory
therapeutics, such as COX-2 inhibitors which are known to delay resolution (Gilroy et al.,
1999). Resolvins, such as resolvin D1 (RvD1) and resolving E1 (RVEL), represent a new
family of pro-resolution mediators that are biosynthesized from omega-3 fatty acids
docosahexaenoic acid (DHA) and eicosapentaenoic acid (EPA), respectively (Serhan et al.,
2002). Resolvins display remarkable potency in resolving inflammation-related diseases

such as periodontal diseases, asthma, and retinopathy (Serhan et al., 2008).

New evidence also points to an antinociceptive role of resolvins in inflammatory pain (Xu et
al., 2010;Bang et al., 2010). Inflammatory pain after tissue injury such as arthritis results
from peripheral sensitization, sensitization of nociceptor terminals in inflamed tissues and
nociceptor cell bodies in the dorsal root ganglion (DRG), induced by inflammatory
mediators such as TNF-a, IL-1p, and prostaglandin (Cheng & Ji, 2008). Inflammatory pain
is also mediated by central sensitization, sensitization of spinal cord dorsal horn neurons,
induced by the same inflammatory mediators (TNF-a, IL-1B, and prostaglandin) produced
in the spinal cord (Samad et al., 2001;Kawasaki et al., 2008). Xu et al. recently reported that
peripheral (intraplantar) or spinal (intrathecal) administration of RvE1 or RvD1, at very low
doses (0.3-20 ng), potently reduced inflammatory pain behaviors in acute and persistent
mouse models of inflammation. RvEl also reduced neutrophil infiltration and
proinflammatory cytokine levels in the inflamed hindpaw. In this setting, RvE1 abolished
TNF-a- and TRPV1-induced synaptic plasticity in the spinal cord (Xu et al., 2010). A
subsequent study showed that intraplantar administration of RvD1 reduced inflammatory
pain by inhibiting the activities of several TRP channels such as TRPA1, TRPV3 and
TRPV4 but not TRPV1 (Bang et al., 2010). Intrathecal pre-treatment of RvD1 (20-40 ng)
also elicited enduring prevention of postoperative pain, whereas post-treatment of RvD1

produced a transient reduction of postoperative pain (Huang et al., 2011).

In this study, Lima-Garcia et al (Lima-Garcial JF, 2011) demonstrate that a precursor of

resolvin D series, 17(R)HDoHE and its leukocyte product aspirin-triggered resolvin D1



(AT-RvD1), elicited potent anti-hyperalgesic role in adjuvant-induced arthritis in rats.
Unlike earlier recent studies using local administration via intraplantar or intrathecal route,
Lima-Garcia used systemic injection(s) via i.p. route for drug administration. Both pre-
treatment of 17(R)HDoHE (1 pg/kg) and post-treatment of 17(R)HDoHE on day 3 (1 ug/kg)
and day 14 (2 pg/kg ) significantly attenuated adjuvant-induced mechanical hyperalgesia for
more than 6 h, although 17(R)HDoHE appeared to produce the best anti-hyperalgesic effect
in the early phase of inflammation (day 3). AT-RvD1 was also able to attenuate mechanical
hyperalgesia at a very low dose (0.3 pg/kg). Repeated injections of 17(R)HDoHE and AT-
RvDI could reduce mechanical hyperalgesia for many days. Notably, the authors compared
the antinociceptive efficacy of 17(R)HDoHE with that of current pain medicine, including
indomethacin (COX inhibitor), morphine (opioid analgesic), gabapentic (anti-epileptic), and
dexamethasone (anti-inflammatory steroid) in the same adjuvant model. It is very striking
that the effective dose of 17(R)HDoHE is ~500 times lower than morphine and ~5000 times

lower than other currently used drugs.

Lima-Garcia et al also investigated the underlying anti-hyperalgesic mechanisms of
17(R)HDoHE and AT-RvDI, as illustrated in Figure 1. First, repeated injections of
17(R)HDoHE and AT-RvD1 substantially reduced TNF-a and IL-1f levels in inflamed paw
tissue. Second, a single treatment with 17(R)HDoHE inhibited the increase of NF-xB and
COX-2 in the spinal cord and DRG. All these mechanisms have been strongly implicated in
the pathogenesis of inflammatory pain via peripheral and central sensitization (Cheng & Ji,
2008;Kawasaki et al., 2008;Samad et al., 2001). The authors did not find significant
increases of TNF-a and IL-1pB levels in DRG and spinal cord tissues at a time point after
adjuvant-induced inflammation. However, the importance of these cytokines in regulating
central sensitization and spinal cord-mediated hyperalgesia should not be under estimated.
TNF-o and IL-1p levels may increase at different times after inflammation (Samad et al.,
2001). Second, these cytokines could be released to CSF, therefore undetected in spinal cord
tissue. Third, the receptors for these cytokines could be up-regulated after inflammation.
Indeed, TNF-a and IL-1p can powerfully and rapidly regulate synaptic transmission in the
spinal cord (Kawasaki et al., 2008). 17(R)HDoHE and AT-RvD1 may not only reduce the



synthesis of TNF-a and IL-1f, but also inhibit TNF-o and IL-1B-induced enhancement of

synaptic transmission, as RvE1 does (Xu et al., 2010).

An important finding in the paper by Lima-Garcia et al is that repeated treatment with
17(R)HDoHE for 6 days reduced arthritis pain and joint stiffness but not paw and joint
oedema. Since arthritis pain is the major problem causing patient’s suffering, future studies
on arthritis should be focused on pain reduction. Consistently, a recent study showed that
TNF-a neutralization rapidly inhibited pain responses in the central nervous system before
directly affecting joint inflammation in patients with rheumatoid arthritis (Hess et al., 2011).
Indeed, after anti-TNF-o treatment, arthritis pain is reduced within 24 hours, whereas sign
of joint inflammation (swollen joint count) is reduced after 14 days (Hess et al., 2011). It is
likely that continuous treatment of 17(R)HDoHE for two weeks would reduce joint oedema,

by decreasing TNF-a levels.

It is interesting to notice that 17(R)HDoHE and (AT-RvDI1) as well as RvD1 are very
effective in inhibiting mechanical hyperalgesia but not heat hyperalgesia after inflammation.
In contrast, RvE1 is highly efficacious in reducing heat hyperalgesia (Xu et al., 2010). Thus,
different resolvins may regulate different modalities of pain by targeting different pain
receptors such as thermal and mechanical receptors (e.g., different TRP channels). AT-
RvDI1 and RvDI1 activate the same receptors, GPR32 (human) and ALX/FPR2 (murine),
recently identified GPCRs (Krishnamoorthy et al., 2010). Whether 17-HDoHE also acts at
these GPCRs remains to be investigated. In addition to AT-RDI1, 17(R)-HDoHE is also
converted to other aspirin-triggered D series resolvins, including AT-RvD2, AT-RvD3, AT-
RvD4 and AT-RvD5 (Serhan et al., 2002;Serhan, 2007). The analgesic actions of the other

D-series resolvins needs further investigations.

Inflammatory pain, such as arthritis pain, is a growing health problem worldwide.
Rheumatoid arthritis (RA) alone affects up to 1% of the population, and pain is the initial
and prevailing symptom of RA. Current treatments for inflammatory pain are limited by
side effects. For example, acute opioid treatment produces respiratory depression, sedation,

nausea, vomiting, and constipation, whereas chronic opioid treatment may cause addiction.



Long-term treatment of COX-2 inhibitors produces unwanted cardiovascular defects. Anti-
TNF-a treatment may also cause infection problem by suppressing immune reaction
(Sommer & Birklein, 2010;Xu et al., 2010). Given the remarkable anti-hyperalgesic efficacy
of resolvins and safety profiles associated with these endogenous lipid mediators and dietary
supplements, resolvins and their metabolically stable analogues may represent a novel class
of analgesics for the management of inflammation-associated pain such as arthritic pain, low

back pain, inflammatory bowel syndrome, and postoperative pain.
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Figure legends

Figure 1. Schematic illustrating how 17(R)HDoHE and its product aspirin-triggered
resolvin D1 (AT-RvD1) attenuate arthritis-associated inflammatory pain. 17(R)HDoHE is
the precursor of resolving D series and biosynthesized from the omega-3 polyunsaturated
fatty acid, docosahexaenoic acid (DHA), in the presence of cyclooxygenase-2 (COX-2) and
Aspirin. Aspirin-triggered resolvin D1 (AT-RvDI1) is the product of 17(R)HDoHE.
Adjuvant-induced hindpaw inflammation results in increased levels of proinflammatory
cytokines TNF-a and IL-1P in the inflamed paw, as well as increased expression of NK-xB
or/and COX-2 in the dorsal root ganglion (DRG) and spinal cord. Up-regulation of these
molecules has been implicated in the generation of inflammatory pain. 17(R)HDoHE and
AT-RvDI inhibit inflammatory pain by reducing the levels of TNF-a and IL-1p at the site
of inflammation and also inhibiting the expression of NK-kB or/and COX-2 in the DRG and

spinal cord.
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