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RESUMO

A dor articular ¢ um sintoma comum entre os paciente com artrite reumatoide (AR). Seu
desenvolvimento depende da agdo de alguns fatores algogé€nicos que sdo continuamente
produzidos e ativam os nociceptores presentes nas estruturas articulares. Tal dinamica contribui
para a sensibilizacdo de componentes do sistema nociceptivo e desencadeia o estabelecimento
da dor cronica, da qual a reversdo medicamentosa representa uma dificil e desafiante condigao.
Uma importante citocina relacionada a patogénese de diversas doengas reumadticas ¢ o TNF.
Sua neutralizagdo contribui para a melhora dos sintomas articulares, incluindo a dor. Nesse
sentido, o presente trabalho investigou as altera¢des inflamatorias e o papel de TNF no ganglio
da raiz dorsal durante a hiperalgesia persistente observada apos a resolugdo da resposta
inflamatoria em camundongos. Para tal, n6s usamos o modelo de artrite induzida por antigeno
(AIA). Nesse modelo, o pico da inflamacao articular ocorreu nos tempos de 12 ¢ 24 horas apos
a indu¢do da AIA, e foi caracterizado por um influxo intenso de neutrofilos, aumento na
produgdo de citocinas pro-inflamatorias e lesdo tecidual. O retorno desses parametros para a
condicdo basal ocorreu entre 6 e 8 dias apds a AIA, caracterizando a fase resolutiva no joelho
acometido. A hiperalgesia mecanica, porém, persistiu por até 14 dias apds a indugdo da
inflamacao articular. Esse fenomeno foi associado ao aumento na expressao de TNF e TNFR2
no DRG (ganglio da raiz dorsal- do inglés, dorsal root ganglia) nos dias 6 e 8 seguidos da
indu¢do do modelo. Em contrapartida, nao houve alteragdo do TNF ou seus receptores no corno
dorsal da medula espinhal (CDME). Além disso, verificamos uma neuroinflamac¢do marcada
pelo aumento na expressao génica de IL-6, IL-1B, CXCL2, COX2 e iNOS no DRG,
acompanhado de um aumento na adesdo de leucocitos nos vasos da intumescéncia lombar.
Observamos ainda um aumento na quantidade de macréfagos positivos para Ibal (macrofagos
Ibal™) no DRG. Finalmente, a administragdo intratecal ou sistémica de etanercept, uma droga
utilizada na clinica para neutralizar o TNF, atuou especificamente no DRG, revertendo a
hiperalgesia articular persistente. Nossos resultados , portanto, ampliam a compreensao sobre
como o TNF atua no processo de estabelecimento da hiperalgesia articular apos a resolugdo da

resposta inflamatoria.

Palavras-chave: Inflamacao; resolucao da resposta inflamatoria; artrite; dor.



ABSTRACT

Joint pain is a devastating symptom experienced by arthritic patients and it is frequently
persistent even under treatment that reduce signs of local inflammation. Continuous production
of algogenic factors activate nociceptors in articular structures and contribute to chronic pain,
a challenging and difficult condition to treat. TNF is a crucial cytokine to the pathogenesis of
several rheumatic diseases and its inhibition is a hallmark for controlling joint symptoms,
including pain. Here, we sought to investigate the inflammatory changes and the role of TNF
into dorsal root ganglia (DRG) during persistent hypernociception after the resolution of joint
inflammation in mice. Using an acute model of antigen-induced arthritis, the peak of joint
inflammation occurred at 12-24 hours after local antigen injection, characterized by intense
influx of neutrophil, pro-inflammatory cytokine production and joint damage. However, the
inflammatory parameters in the joint returned to basal levels between 6 and 8 days after antigen-
challenge, characterizing the resolving phase of joint inflammation. Interestingly, mechanical
hyperalgesia is persistent up to 14 days after joint insult. The persistent nociception was
associated with overexpression of TNF and TNFR2 in DRG, mainly at days 6 and 8. However,
there was no change of TNF and its receptors in ipsilateral dorsal horn of spinal cord.
Consistently, the neuroinflammation state was evidenced by increased 1L-6, IL-1p, CXCL2,
COX2 and iNOS gene expression in lumbar DRG (L3-L5) and leukocyte adhesion in the
lumbar intumescence vessels. Moreover, there was signs of macrophage activation in DRG by
increase in Ibal cells. Intrathecal or systemic injection of etanercept, an agent clinically utilized
for TNF neutralization, at day 7 post arthritis reverted joint hyperalgesia by specific action in
DRG. Our results provide a better understanding about how early events of joint inflammation
could sensitizes nociceptors that trigger persistent TNF-dependent nociception even in

moments of resolved joint inflammation.

Keywords: Inflammation; resolution of the inflammatory response; arthritis; pain.
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1. INTRODUCAO

1.1. Inflamacao

A inflamagdo consiste em um conjunto de reagdes que garantem a prote¢do do
organismo contra estimulos nocivos, sejam eles de natureza infecciosa ou estéril. Seu objetivo
¢ extirpar o agente indutor que atua sobre o 6rgdo ou tecido, restabelecendo a homeostase no
sitio acometido 2

A primeira descri¢do dos sinais clinicos da inflamag¢do foi compilada por Cornélio
Celsus em seu tratado De medicina, no século 1 A.D.. Suas observagdes conceberam os quatro
sinais cardinais da inflamagao, rubor et tumor cum calore et dolore (rubor e tumor com calor
e dor). O quinto sinal cardinal, a perda da fungao, foi proposto por Rudolph Virchou em seu
livio Cellularpathologie, publicado durante a segunda metade do século XIX 3. As bases
fisiologicas que explicam a precipitacdo dos sinais cardinais também foram estabelecidas
durante o século XIX, por Augustus Waller e Julius Cohnheim. Seus trabalhos destacavam a
migracdo de leucocitos circulantes e as alteracdes vasculares como caracteristicas da
inflamacao. Dentre os leucocitos, o neutrofilo ¢ um importante tipo celular recrutado durante o
inicio da inflamagao, responsavel pela eliminagdo do agente indutor +°.

O neutrofilo inicia o percurso entre o limen vascular e o sitio inflamatorio apos a
ativacdo de uma cascata de eventos que inclui o rolamento, a adesao e a transmigragao (figura
1) . O rolamento ¢ caracterizado pela interagdo transiente entre as moléculas de selectinas e
seus ligantes presentes na membrana celular dos neutrofilos e das células endoteliais 7%, A
adesao, por sua vez, ¢ mediada pela acao das integrinas permitindo forte interacao do leucécito
com endotélio °. A ativacdo de vias dependentes de quimiocinas e seus receptores aumenta a
disponibilidade e a afinidade de intera¢do das integrinas que ancoram o neutrofilo ao endotélio
vascular #!%!! Por fim, o neutréfilo atravessa ativamente o vaso e ganha o parénquima do tecido

inflamado por um processo denominado transmigragio .
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Figura 1. Processo de migracio celular durante inflamacéo. As interagdes transientes entre neutrofilos e células
do endotélio induz o rolamento celular. Essa etapa ¢ um reflexo da interagfo entre a L- selectina e o ligante-1 de
glicoproteina P-selectina (PSGL-1, do inglés P-selectin glycoprotein ligand-1) ancorados a membrana celular do
neutréfilo com a E- selectina e a P- selectina presentes nas células endoteliais ( a. 1.). Durante essa etapa,
quimiocinas na superficie do endotélio se ligam em seus receptores presentes no neutr6filo (a. 2.). Esse processo
ativa vias de sinalizagdo responséaveis pelo aumento da afinidade e disponibilidade das integrinas que induzem a
adesio celular (b). Em seguida, o neutrdfilo atravessa o vaso em um processo denominado transmigracio, que
pode ser paracelular (c. 1.) ou transcelular (c. 2.). Essa figura foi baseada na revisdo de Kolaczkowska & Kubes

(2013)".

Uma vez no sitio inflamatorio, os neutrdfilos contribuem para a eliminagdo do agente
indutor e consequente restabelecimento da homeostase tecidual. Sua agdo efetora esta associada
com a ativagdo de mecanismos diversificados, como por exemplo a fagocitose, a degranulagéo
de proteinas proteoliticas no meio extracelular ou pela extrusdo de redes complexas formadas
por componentes nucleares e enzimaticos (essas redes sdo denominadas de NETs, do inglés
neutrophil extracellular traps) que capturam e degradam o patégeno '*~13. Apés a remogio do
agente indutor que desencadeou a rea¢do imune, um processo de resolucdo da resposta
inflamatéria € ativado !¢ . Esse processo estimula vias de sinalizagdo extra e intracelular que
induzem a morte dos neutréfilos por apoptose, os quais sdo eferocitados por macroéfagos que, a
partir de entdo, sofrem reprogramagéo fenotipica e assumem um fenétipo resolutivo 7. O
desfecho do processo de resolugdo se resume no reparo do tecido lesado e seu retorno as

condicdes basais 3.
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1.2. Resoluc¢iao da resposta inflamatoria

A resolu¢do da resposta inflamatoria € um processo ativo de restabelecimento da
homeostase tecidual, coordenado pela agdo de moléculas pro-resolutivas. Esses mediadores
resolutivos regulam a diminui¢do gradual e controlada dos eventos inflamatoérios. Eles
estimulam processos relacionados com o catabolismo de moléculas inflamatérias, redugdo da
migragdo de neutréfilos para o sitio inflamatdrio, apoptose de neutréfilos, alteragdo do fenotipo
de macrofagos inflamatorios para macrofagos resolutivos, eferocitose e, consequentemente,
contribuem para a recuperacio do tecido lesado '*~'® (figura 2). Falhas no funcionamento desse
processo podem prolongar e exacerbar a inflamagao. Infelizmente, essa situag@o caracteriza o

desenvolvimento de diversas doengas inflamatdrias, incluindo a artrite reumatoide (AR) '3.

a b.
1.
| : ()| 4=
t:n (0
1.'T. y b |
2 | — “m{ — s ¢ gl
D | | See

Figura 2.
Influéncia dos mediadores pro-resolutivos sobre os eventos associados a diminuicio da resposta
inflamatoria. Os mediadores pro-resolutivos controlam a inflamag&o diminuindo a liberagdo de mediadores pro-
inflamatorios (a. 1.), reduzindo a migragéo de neutrdfilos (a. 2.), estimulando a apoptose (a. 3.), contribuindo para
a alteragdo do fenotipo de macrofagos inflamatérios (Minf.) para resolutivos (Mres.) (a. 4.) e induzindo a
eferocitose (fagocitose de corpos apoptdticos) (a. 5.). Como efeito do desenvolvimento do processo resolutivo,
observa-se a recuperagdo da integridade tecidual (b.) e restabelecimento da homeostase. Na figura a. as indicagdes
em vermelho representam inibigdo e as setas azuis representam estimulagfo dos processos indicados. Em b. as
setas verdes representam o progresso nos eventos pro-resolutivos em paralelo com a melhora da lesdo tecidual.

Aqui, proponho que o aprofundamento do tema dessa sec¢do seja realizado pela leitura

do documento no APENDICE. Este documento contempla um capitulo intitulado “Pro-
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resolving mediators” que foi publicado no livro Imunopharmacology and Inflammation, no

ano de 2018, do qual tive a oportunidade de ser primeiro autor.

1.3.  Artrite reumatoide

Artrite reumatoide (AR) ¢ uma doenca inflamatéria que compromete a integridade e

funcdo das articulagdes sinoviais. Estima-se que essa doenca acometa aproximadamente 1% da

populagdo mundial '°, sendo que sua prevaléncia é maior em individuos do sexo feminino 2°.

Diversos trabalhos apontam o tabagismo e a susceptibilidade genética como importantes fatores

de risco para o desenvolvimento da AR 2!. Em fumantes, por exemplo, h4 um aumento nos

2223

processos pos-translacionais relacionados a citrulinagdo de proteinas que estimulam a

produgdo de anticorpos (anticorpos antiproteinas citrulinadas, ACPAs, do inglés anti-
citrullinated protein antibodies ) *** importantes para a patogénese da AR 2027, A
susceptibilidade genética estd relacionada com o gene que codifica o complexo de
histocompatibilidade maior (MHC), principalmente os alelos HLA-DRB1 com epitopos
compartilhados?®. Mecanismos epigenéticos como a metilagio do DNA e a acetilacio das

histonas também contribuem para a génese da AR 2°32. Além disso, a exposi¢do a agentes

33,34 1 35

suspensos no ar, como a silica , caracteristicas relacionadas a microbiota intestinal °> e oral

36,37

3%, doengas periodontais **37 e a obesidade ** também constituem fatores de risco para a AR.

As consequéncias associadas a progressdao da AR sdo extremamente agressivas. Além
da degeneracdo do tecido Osseo e cartilaginoso, os pacientes artriticos sofrem com a

precipitacdo de dores articulares persistentes € com a diminuicao da mobilidade articular. Essa

40,41

condicdo gera perda da capacidade produtiva®’, prejuizo social e familiar e consequente

diminuicdo da qualidade de vida **. Nio obstante, o individuo acometido pela AR ainda pode

evoluir para um quadro de depressdo ™,

O desenvolvimento da AR inclui uma fase autoimune assintomatica *¢*’

, sucedida por
uma fase inflamatdria, onde a doenga se manifesta clinicamente *”**. Durante a fase pré-clinica,
frequentemente anos antes do aparecimento dos sintomas, niveis circulantes de ACPA e fatores
reumatoides podem ser detectados *>*°. A presenca desses componentes reflete uma ativacio
do sistema imune, mas ndo desencadeia, geralmente, qualquer tipo de reagdo*’. J4 na fase
inflamatéria da AR, as reagcdes imunologicas responsaveis pelo estabelecimento da doencga sao
desencadeadas. A promogdo dessas reagdes ocorre em virtude do aumento na atividade de

151

células do sistema imune adaptativo que infiltram para o tecido sinovial . Adicionalmente,
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durante esse periodo ha um aumento na producdo de IL-1f, TNF e IL-6 por macrofagos e
ativacdo de fibroblastos sinoviais que podem liberar metaloproteinases, mediadores
inflamatorios lipidicos como prostaglandinas e os leucotrienos, >? além de adquirirem um
fenotipo responsavel pela propaga¢io da doenca e pela destrui¢io da cartilagem . Justamente
nessa fase, a enfermidade se manifesta clinicamente, apresentando uma inflamacao sinovial que
se caracteriza pelo aumento no influxo de leucocitos para a articulacdo acometida pela AR *3.
O infiltrado celular observado na fase aguda da AR ¢ constituido predominantemente
por neutrofilos. A partir do momento que essas células migram da microvasculatura sinovial
para as articulagdes, elas exibem um papel fundamental na patogénese da AR. J4 nas
articulagdes comprometidas, os neutréfilos sdo responsaveis pela degeneragdo do tecido
articular através da liberag@o de espécies reativas de oxigénio (ROS, do inglés reactive oxygen

species) e enzimas que degradam a cartilagem 4>

e pela estimulagdo de vias que ativam os
osteoclastos *¢, que sdo células que provocam degradagio da matriz 6ssea mineralizada >’. Além
disso, os neutréfilos liberam uma gama de moléculas inflamatorias que estimulam diretamente

3861 no curso da artrite *°. Como efeito, ha uma diminuigio

as células sensoriais nociceptivas
do limiar de excitagdo do neuronio nociceptivo, provocando um aumento na sensibilidade na
articulagio afetada ®'. Em resumo, a degeneracdo articular e constante estimulagio do sistema
nociceptivo proporcionam aos pacientes artriticos uma desagradavel experiéncia relacionada a
perda da mobilidade e ao desenvolvimento de dor nas articulagdes acometidas.

O tratamento da AR pode objetivar a remissao ou a diminui¢do da atividade da doenca
62, As classes de farmacos mais amplamente utilizadas em pacientes artriticos sio os anti-
inflamatérios ndo esteroidais, glicocorticoides (como a prednisona) e as drogas modificadoras
do curso da doenca (DMARD, do inglés disease- modifying anti-rheumatic drug) de origem
sintética, como o metrotrexato ou inibidores da janus quinase (JAK, do inglés janus associated
kinases). Uma vez que o uso desses farmacos ndo provoque uma melhora consideravel nos
parametros priorizados e estabelecidos entre o profissional da saude e paciente, o uso de
DMARD de origem bioldgica (inibidores de TNF, como o etanercept, inibidores de IL-6, e
drogas que depletam células B, por exemplo) pode implementar o tratamento da AR®.
Entretanto, a dor articular pode se manifestar mesmo em pacientes submetidos aos tratamentos
tradicionalmente utilizados ©°.

Os pacientes com AR consideram a dor articular como um dos principais problemas
relacionados a doenca %, Alguns individuos que apresentam risco de desenvolver a AR

relatam que a artralgia provoca irritagdo e incomodo em fungdo de sua natureza intermitente e
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pela perda da qualidade do sono. Em estidgios mais avancados da doenga, esse sintoma foi
descrito como excruciante ®. Apesar da dor articular ser intuitivamente relacionada com
algumas lesdes frequentemente observadas na AR, poucos trabalhos mostram fraca ou nenhuma
associagdo entre esses dois pardmetros '%’!. Porém, a literatura reconhece a inflamacdo ’* e as
alteragdes plasticas que aumentam a sensibilidade central 7>’* como causas da dor articular na

AR.

1.4.  Aparato sensorial nociceptivo

O aparato sensorial nociceptivo ¢ responsavel pelo processamento de estimulos de
natureza fisica, térmica ou quimica potencialmente nocivos (estimulos nociceptivos), que sao
interpretados como dolorosos por estratos superiores do sistema nervoso central 7>”°, Entre os
componentes que o integram, destacam-se os nociceptores (fibras aferentes primarias do tipo C
e AJ), o ganglio da raiz dorsal (DRG) (6rgdo sensorial onde o corpo neuronal dos nociceptores
se alojam) e o corno dorsal da medula espinhal (CDME), aonde se alojam algumas projecdes
descendentes, interneurdnios (inibitdrios ou excitatdrios), os terminais centrais das fibras
aferentes primarias e os neurdnios de segunda ordem 7 (figura 3).

Os corpos celulares dos nociceptores se aglomeram no DRG 8!, Esse 6rgdo sensorial
se localiza de ambos os lados ao longo da coluna vertebral, proximo ao forame intervertebral
80 e possui um nervo e uma raiz %. O nervo contém axonios que culminam em terminais
periféricos e inervam varios tecidos, e a raiz ¢ composta por axdnios que penetram a medula
espinhal e alcangam as laminas mais superficiais do CDME com seus terminais centrais. Os
terminais periféricos dos nociceptores sdo responsaveis pela transducdo dos estimulos
potencialmente nocivos que incidem sobre o organismo, € 0s axonios que compdem 0 Nervo €
a raiz transmitem essa informacdo até o terminal central localizado no CDME 758283,

Na medula espinhal, os terminais centrais dos nociceptores transmitem a informacao
nociceptiva proveniente da periferia para neurdnios de segunda ordem ”°. O CDME ¢ uma
regido dotada de extensa diversidade de elementos neuronais, entre os quais 0s interneuronios
excitatorios e inibitorios bem como projecdes da via descendente 7>’ Esses elementos sdo
capazes de amplificar ou diminuir o sinal eletroquimico que ascende aos estratos superiores do
sistema nervoso central, sendo, portanto, agentes que modulam a intensidade da informagao

nociceptiva 4%,
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Figura 3. Figura esquematica do aparato sensorial nociceptivo. A figura a. mostra a medula espinhal de um
camundongo que foi representada em b. e ¢..A figura b. exemplifica o local por onde a raiz dorsal do DRG penetra
a regifo posterior da medula espinhal para ganhar acesso ao CDME. Em ¢. temos uma vista anterior de um corte
transversal na medula espinhal no local designado pelo destaque vermelho em a. A figura d. mostra alguns
ganglios lombares (L3-L5) representados genericamente em e.. Na figura e. destacamos os corpos neuronais de
nociceptores (circulos pretos médios representando as fibras do tipo A9, e circulos pequenos representando as
fibras do tipo C) que possuem uma proje¢do central, que acompanha a raiz dorsal em diregdo ao CDME, e uma
projegdo periférica, que segue o nervo em dire¢do ao tecido periférico (joelho). Em f. observa-se a fotografia do
DRG abaixo na quarta vértebra lombar (L4) com suas projecdes central (raiz dorsal) e periférica (nervo). A fibra
aferente primaria possui um terminal periférico que pode ser observado em tecidos articulares (destaque em

vermelho na figura g.) e cruza o DRG para alcangar o CDME.

1.5.  Nociceptores articulares

As fibras aferentes primarias podem ser encontradas em diversas estruturas presentes na
articulagdo sinovial 8%, Os terminais periféricos desses nociceptores, chamados nociceptores
articulares, inervam a sindvia, estruturas fibrosas como os ligamentos e a capsula articular,
menisco, peridsteo e o tecido adiposo observado nas articulagdes 8. A ativagio dessas células

conduz a sensag¢do de dor articular e podem ser estimuladas por movimentos que geram tenso
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contra a resisténcia de estruturas articulares ou pela aplicagdo de uma intensa forca compressiva
88, Vale ressaltar que, como qualquer outro nociceptor, os nociceptores articulares possuem um
limiar de excitagdo elevado, e por isso somente estimulos suficientemente intensos (estimulos
nociceptivos) sdo capazes de produzir um potencial de acio nessas fibras ®. Porém em

9192 Esse

condi¢des inflamatorias, ha uma diminui¢do do limiar nociceptivo dessas células
fendomeno, relacionado ao aumento da sensibilidade do aparato sensorial, pode provocar dor em
virtude da incidéncia de um estimulo que normalmente ndo provocaria dor (alodinia) ou

intensificar a dor induzida por um estimulo doloroso (hiperalgesia).

1.6. Modelos experimentais de artrite e hiperalgesia articular.

Alguns modelos experimentais exibem condig¢des semelhantes aquelas observadas em
pacientes artriticos. A artrite induzida por antigeno (AIA), a artrite experimental induzida por
anticorpos contra colageno (CAIA - do inglés, collagen antibody- induced arthritis) e a artrite
induzida por transferéncia sérica de camundongos K/BxN (K/BxN), por exemplo, apresentam
infiltrado de células imunes, inflamacao sinovial e destruicdo do tecido articular que sdo todas
caracteristicas também evidentes em individuos acometidos pela AR °. Nao obstante, as
conclusdes alcangadas apds a realizacdo de experimentos com animais sdo frequentemente
extrapoladas para a doengca em humanos.

Na AIA, as alteragdes histopatoldgicas observadas na articulacio acometida sdao
produtos de uma resposta inflamatdria, induzida pela injecdo intra-articular de mBSA em
animais previamente imunizados com esse mesmo antigeno °*. Uma vez que o mBSA
(substancia catidnica) ¢ injetado, ele fica retido na cartilagem (negativamente carregada) *>%° .
Esse evento estimula a constante producao de anticorpos e formacao de complexos imunes que
contribuem para o desenvolvimento das reagdes subsequentes que desencadeiam a inflamagao

95

articular Trabalhos realizados por nosso grupo demonstram que essa inflamagdo ¢

autolimitada, ou seja, se resolve naturalmente °’'®. Por exemplo, Lopes et al (2011)
evidenciou que o retorno no niumero de neutrofilos para valores basais na AIA ocorre 48 horas

ap6s o desafio com mBSA °’. Entretanto, mesmo apds a resolugdo da resposta inflamatdria, a

98

hiperalgesia articular continua se manifestando nesse modelo Essa sensibilidade na

articulacdo acometida também e passivel de ser investigada nos modelos experimentais de

93,101,102

indugio da artrite , incluindo na AIA '°2, O desenvolvimento da hiperalgesia neste

modelo est4 associada a mecanismos de sensibilizagdo periférica (aumento da sensibilidade do
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nociceptor) e de sensibilizacdo central (aumento da sensibilidade dos neur6énios nociceptivos
alojados no sistema nervoso central, especialmente no CDME) . Os dois processos podem ser
estimulados pela a¢do de agentes inflamatdrios %1%,

Perifericamente, diversos trabalhos demonstram que citocinas como o TNF, o IL6 ¢ a
IL1P sdo liberadas por células do sistema imune, € ativam seus respectivos receptores presentes
no nociceptor articular ®°%!1%_ Esse evento desencadeia vias de sinalizagdo que diminuem a
excitabilidade dos nociceptores 3. Na AIA, o uso do antagonista do receptor de IL1-B do tipo
1 (IL-1R1) reverteu a hiperalgesia térmica gerada no modelo. Além disso, Ebbinghaus et al.
(2012) mostraram que a administragdo intra-articular de IL-1B foi capaz de elevar a
sensibilidade ao estimulo mecanica de fibras aferentes primarias do tipo C presentes no joelho
de camundongos '%. Outra importante citocina para o desenvolvimento da hiperalgesia na AIA
¢ a IL-6 . A evidencia de que essa citocina pode estimular os nociceptores ¢ proveniente de
experimentos que mostram que a sua a¢do induz a liberagdo de peptideo relacionado ao gene
da calcitonina (CGRP - do inglés calcitonin gene-related peptide) pela fibras nociceptivas 1%,
O papel de TNF ¢ amplamente explorado na AIA. Diversos trabalhos mostram que a
neutraliza¢io dessa citocina pode diminuir a hiperalgesia articular apés a inducdo da AIA 3197,
Sachs et al. (2010) mostrou que a hiperalgesia associada ao aumento da expressao de TNF no
tecido articular foi revertida pela administracdo sistémica de etanercept (forma dimérica e
soluvel do receptor do tipo 2 para TNF (TNFR2)) no modelo de AIA. Neste modelo, outras
citocinas, como a IL-22 e a IL-17, também sdo importantes para desenvolvimento da
hiperalgesia mecanica articular 9519,

A sensibilizagdo central, por sua vez, pode ser associada a atividade de citocinas como
a IL1-B e o TNF, que aumentam as correntes excitatorias e diminuem as correntes inibitorias
na medula espinhal 9%1%! Egqag citocinas sio sintetizadas e liberadas nesse estrato do
sistema nervoso central por células da micréglia ativada''>!'3, Corroborando esses dados,
Quadros et al. (2015) mostram que o desenvolvimento da hiperalgesia articular no modelo de
AIA foi relacionado a expressdo de IL1-f e TNF na medula espinhal. Além disso, eles
evidenciaram um aumento na expressao de Ibal e GFAP, que sdo marcadores de ativagao de
microglia e de astrocitos, respectivamente. Esses dados mostram que o aumento da
sensibilidade central mediada pela neuroinflamacao na medula espinhal pode ser uma via

possivel para o estabelecimento da sensibilidade articular na AIA.



24

Varios estudos descrevem diversificados mecanismos de indug@o da hiperalgia na AIA.
Porém, evidencias de processos que expliquem como essa hiperalgesia articular pode persistir

apos a resolucdo da resposta inflamatoria na AIA ainda sdo escassos na literatura.
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2. JUSTIFICATIVA

Alguns medicamentos disponiveis para o tratamento da AR objetivam diminuir a

62 controlando a progressdo da inflamagéo

atividade da doencga ou provocar sua remissao
articular ''*. Entretanto, a dor nas articulagdes acometidas pode se manifestar em alguns
pacientes artriticos ainda que os mesmos estejam em regime de tratamento . A possibilidade
de que a dor articular se perpetue mesmo apos a reversdo dos parametros inflamatorios ¢ um
fendmeno observado ndo somente na clinica, mas também na experimentagdao animal.

Em nosso grupo temos verificado que ap6s a inducao da AIA, os animais desenvolvem
uma hiperalgesia que se mantém por um periodo superior ao necessario para que a inflamagao
no joelho seja completamente resolvida. Acreditamos que esse fenomeno pode ser um reflexo
da ativacdo de mecanismos de sensibilizacdo subjacentes, isolados da influéncia da agdo de
agentes inflamatorios no joelho acometido. Mesmo que essa observagdo apresente potencial

relevancia do ponto de vista clinico, os processos relacionados ao desenvolvimento da dor

articular apos a resolucdo da resposta inflamatéria permanecem inexplorados.
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3. OBJETIVO

1.7.

Geral

Investigar o mecanismo relacionado a manutengdo da hiperalgesia articular apos a

resolucao da resposta inflamatdria natural na AIA.

1.8.

1.

Especificos

Avaliar a cinética de rolamento e adesao de leucdcitos na microvasculatura presente na

articulag@o do joelho de camundongos apos a indugdo da AIA.

Avaliar a cinética do acumulo de leucdcitos na cavidade articular apos a inducdo da

AlA.

Avaliar os aspectos histopatologicos do joelho de animais acometidos pela AIA.

Avaliar a resposta nociceptiva no joelho de camundongos durante a fase inflamatoria e

apos a resolucdo da resposta inflamatéria no modelo de AIA.

Avaliar a resposta inflamatoria e a cinética da resposta nociceptiva no modelo de AIA

apods o tratamento com dexametasona e AS605240.

Avaliar a expressdao de moléculas inflamatérias no DRG apds a resolugdo da resposta

inflamatoria no joelho de camundongos acometidos pela AIA.

Avaliar a expressdao de TNF e a de seus receptores TNFR1 ¢ TNFR2 no DRG apés a

resolucdo da resposta inflamatdria no joelho de camundongos acometidos pela AIA.

Avaliar o efeito da inje¢do intratecal (i.t.) de etanercept apds a resolucao da resposta

inflamatéria no modelo de AIA, sob a resposta nociceptiva no joelho de camundongos
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9. Avaliar a cinética da expressdo de moléculas relacionadas com a ativagdo de células da

micréglia e astrocitos na medula espinhal, especificamente no CDME.

10. Avaliar a expressdao de TNF e de seus receptores TNFR1 e TNFR2 na medula espinhal,

especificamente no CDME.

11. Avaliar o recrutamento de leucocitos para na regido posterior da intumescéncia lombar

da medula espinhal ap6s a resolugdo da resposta inflamatoria na AIA.

12. Avaliar o efeito da administragdo sist€émica de etanercept sob a resposta nociceptiva no

joelho de camundongos apo6s a resolugdo da resposta inflamatoria no modelo de AIA.
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4. MATERIAIS E METODOS

1.9. Animais

Para realizagdo do trabalho foram utilizados camundongos isogénicos da linhagem
C57B1/6JUnib, machos, pesando entre 20 e 25 gramas (g) que foram submetidos aos
procedimentos experimentais somente a partir da 7° semana de vida. Eles foram adquiridos do
Centro de Bioterismo (CEBIO) da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), e
transportados ao biotério do laboratorio de Imunofarmacologia situado no Instituto de Ciéncias
Biolodgicas (ICB) dessa mesma Universidade. Os camundongos foram acondicionados em
caixas plasticas forradas com maravalha, dentro de uma estante ventilada, com livre acesso a
agua filtrada e ragdo, em ambiente com temperatura (20-25°C) e ciclo claro-escuro (12h- 12h)
controlados. Todos os experimentos foram realizados em acordo com o guia da Associagdo
Internacional para o Estudo da Dor (International association for Study of Pain- 1ASP) e

aprovados pelo comité de ética em experimentac¢dao animal da UFMG (51/2018) (ANEXO).

1.10. Artrite induzida por antigeno (AIA)

Inicialmente, todos os camundongos receberam uma inje¢do subcutanea (s.c.), contendo
100pul de emulsdo para imunizagao (500pug de albumina de soro bovino metilado (mBSA - do
inglés, methylated bovine serum albumin) / 50ul de PBS / 50ul de CFA (complete Freud'’s
adjuvant)), que foi administrada na regido dorsal, préximo a base da cauda dos animais. Para
inducdo da artrite, 14 dias apos serem sensibilizados os animais receberam uma inje¢ao intra-
articular (i.a.) contendo 10ul de uma solu¢do para desafio (I1mg de mBSA / ml de PBS) na
articulacdo do joelho. Os animais controle, ou seja, que nao desenvolveram a artrite
experimental, receberam uma da injecao i.a. contendo 10ul de PBS. Tanto o procedimento de

imunizacio quanto o de desafio foram realizados em animais anestesiados **77%.

1.11. Lavado articular e quantificacao de leucocitos na articulacido do joelho

Para recuperacao dos leucocitos presentes no sitio inflamatorio, a articulagdo do joelho

dos camundongos foi exposta cirurgicamente e subsequentemente lavada (por trés vezes, um
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volume de 3,33ul de BSA 3% foi aspirado e dispensado dez vezes sobre a superficie da
articulagdo cirurgicamente exposta). Esse procedimento foi realizado horas ou dias
(devidamente especificados nos graficos) apos a injecao i.a. de mBSA ou PBS. O volume de
10ul da solugao de BSA 3% contendo as células coletadas foi subsequentemente ressuspendido
em 90ul da mesma solucdo. Do total de 100ul, portanto, 30ul da amostra foram
homogeneizados em 30ul de liquido de Turk para contagem total de leucocitos em camara de
Neubauer. A contagem total foi realizada em um microscopio de luz. Os 70ul restantes foram
homogeneizados em 100u1 de BSA 3%, e centrifugados para confeccao de laminas citologicas,
que foram coradas em Panotico para contagem diferencial de neutrofilos e células

mononucleares.

1.12. Histologia

Para avaliacdo histopatoldgica nos coletamos a articulagdo do joelho dos animais desafiados
com mBSA ou PBS. As amostras foram fixadas em formalina tamponada 10% (pH 7,4) e
colocadas durante 4 semanas em uma solu¢do de EDTA 14% para descalcificagdo. Em seguida,
os joelhos foram embebidos em parafina e seccionados para confeccao de laminas histoldgicas.
As amostras presentes nessas laminas foram coradas com H&E ou com tricrémico de Masson.
As amostras coradas com H&E foram avaliadas e pontuadas por um patologista, de maneira
cega, para os seguintes parametros: infiltrado inflamatorio, hiperplasia da membrana sinovial,
presenca de células inflamatorias no espaco sinovial e reabsorc¢ao dsse. As notas foram somadas
para obter um escore histoldgico (variando de 0 a 12), conforme descrito por Queiroz-Junior et
al. (2011)!"3. As amostras coradas com tricromico de Masson foram submetidas & morfometria
para avaliacdo da fibrose. As imagens do tecido sinovial foram digitalizadas e analisadas
usando o software Image J (National Institutes of Health, Bethesda, MD). A fibrose no tecido
sinovial foi considerada como sendo a porcentagem da area sinovial corada com tricromico de

Masson (que denota uma deposigdo de coldgeno) em relagdo a superficie sinovial total.
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1.13. Analise do recrutamento celular por microscopia intravital

1.13.1. Cirurgia para exposi¢do dos vasos da articula¢ao do joelho

Para exposi¢do dos vasos do joelho a pele que revestia anteriormente essa articulacao
foi seccionada e rebatida, deixando aparente as estruturas que seriam manipuladas. Em seguida,
o tenddo do musculo quadriceps femoral foi seccionado em sua inser¢cao no osso da tibia,
expondo, entdo, a regido infrapatelar rica em tecido adiposo logo acima do tecido sinovial, onde
foi possivel visualizar os vasos que foram subsequentemente avaliados (figura 4). Todos os
experimentos descritos acima neste topico foram realizados em animais devidamente

anestesiados com uma solu¢do contendo quetamina e xilazina.

Figura 4. Vasos da articulacdo expostos sob a superficie do tecido adiposo infrapatelar.
1= tenddo do musculo quadriceps femoral; 2= musculo tibial anterior; 3= tecido adiposo

inflapatelar. As setas amarelas indicam os vasos presentes na superficie do tecido exposto.

1.13.2. Cirurgia para exposi¢ao dos vasos presentes na regiao posterior da intumescéncia

lombar

Para exposicdo dos vasos presente na intumescéncia lombar (figura 5), inicialmente os

musculos vertebrais foram gentilmente removidos, desde a regido toracica até a regidao lombar,
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de forma que as vertebras ficassem aparentes. Para exposi¢cao da medula espinal foi realizada
uma laminectomia. Este procedimento se deu através de incisdes nas regides laterais direita e
esquerda de cada vertebra, posteriormente aos processos transversos, comegando em L1 e se
estendendo até L5. Em seguida a vertebra era rebatida e removida, revelando os vasos da
superficie dorsal da medula espinal. Para realiza¢do do procedimento cirurgico descrito acima,
os animais foram gentilmente posicionados em uma placa térmica, a 37°C, mantendo estavel a
temperatura dos camundongos. Todos os experimentos descritos acima neste topico foram
realizados em animais previamente anestesiados com uma solucao contendo quetamina e

xilazina. Essa anestesia foi mantida com isoflurano inalatério durante o procedimento.

Figura 5. Procedimento cirirgico para exposicio da medula espinhal para subsequente exposicio ao
intravital. Campo cirargico (a e b) e exposi¢do da regido lombar (¢) onde as vertebras foram removidas por
laminectomia. Identificacdo da primeira vertebra lombar (L1) (d) e posicionamento do instrumento cirtrgico para
realizagdo cuidadosa da laminectomia (e). Regido logo abaixo de L1, onde ¢ possivel visualizar os vasos presentes

na medula espinhal (f).
1.13.3. Intravital

ApoOs a cirurgia para exposicao dos vasos do joelho ou da intumescéncia lombar, os
animais receberam uma injecdo intravenosa (i.v.) de Rhodamina 6G-Sigma (0.5mg /kg),
marcando os leucocitos que foram identificados através da emissdo de fluorescéncia. Em
seguida os animais foram precisamente posicionados para avaliacdo do rolamento e adesao na
microcirculagio do joelho ''® ou da medula espinhal em um microscépio intravital (Nikon C-

SRS H550L; Japan ou ECLIPSE 501; Nikon) por uma objetiva com aumento de 20X. Uma
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camera digital (Nikon DSQIMC, Japan ou DS-Qi1MC; Nikon) acoplada ao microscopio foi
usada para projetar imagens a um monitor de computador. Essas imagens foram gravadas para
posterior analise usando o programa Imaging software (NIS ELEMENTS-NIKON). O niimero
de leucocitos rolando e aderentes foi determinado apds andlise das imagens gravadas.
Leucocitos rolando foram definidos como células se movendo em uma velocidade menor que
aquelas de eritrocitos dentro de um determinado vaso. O numero de células rolando foi
determinado pela contagem de células que cruzavam uma demarcacao digital sobreposta ao
vaso durante o periodo de 1 minuto. Esse procedimento foi realizado em vasos com espessura
entre 15 e 30um no joelho e entre 20 e 30pum na intumescéncia lombar. O niimero de leucécitos
aderidos foi quantificado a partir da contagem de células que permaneciam iméveis (aderentes)
pelo periodo de 30 segundos (seg.) dentro de um comprimento de 100um de vaso. Esses dois

parametros, rolamento e adesao, foram obtidos durante a realizacao de um mesmo experimento.

1.14. Registro da resposta nociceptiva

A resposta nociceptiva foi avaliada usando o método de Von Frey, como descrito
previamente *°. Em uma sala protegida de ruidos externos, os camundongos foram acomodados
em um compartimento com uma superficie inferior contendo aberturas e paredes acrilicas.
Acomodados, os camundongos foram mantidos nesse espaco por um periodo entre 15 ¢ 30
minutos para ambientalizacdo. Uma vez que os animais ndo mais apresentaram movimentos
exploratdrios e mantendo o membro posterior em repouso, a estimulacdo para registro do limiar
nociceptivo foi realizada utilizando um algesimetro eletronico (Insigth - Ribeirdo Preto, Brasil)
composto por um transdutor de for¢a, adaptado com uma ponteira de polipropileno (4,15mm?).
Com esse transdutor, uma forca horizontal foi aplicada na regido central da superficie plantar
da pata dos camundongos, com intuito de provocar uma diminui¢ao do dngulo da articulagado
tibio-femoral (flexdo de joelho) nos animais artriticos e controles. Imediatamente apds esse
estimulo induzir uma resposta de retirada de pata, o algesimetro registrou automaticamente a
intensidade da forcga aplicada em gramas (g). Esse procedimento foi realizado trés vezes para
confirmagdo consistente da resposta do animal. Os resultados foram expressos como limiar de

retirada, e representado por valores absolutos.
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1.15. Injecao intratecal

Com uma agulha de 30G, a injec¢do intratecal (i.t.) (etanercept 0,5ng, Spug ou 50pg / Sul
veiculo ou somente Sul de veiculo) foi aplicada no espago entre a 5° ¢ a 6° vertebras lombares
dos camundongos ja anestesiados. Consideramos que a administragdo foi correta quando, ao

inserirmos a agulha, o animal apresentou um reflexo de cauda '!’.

1.16. Extracao de tecidos

1.16.1. Ganglio da raiz dorsal (DRG)

Apds receberem uma injecdo de anestésico (dose letal contendo 180 mg/kg de
quetamina e 24mg /kg de xilazina diluidas em 100 pl de PBS administradas
intraperitonealmente), a cirurgia para a exposicdo do mediastino dos camundongos foi
realizada. Tal procedimento permitiu a visualiza¢do do coragdo do animal. Em seguida, uma
agulha acoplada a uma bomba peristaltica (Gilson Incorporated — Midlleton, USA ) foi inserida
no ventriculo esquerdo do animal, ao passo que no atrio direito foi feito uma incisao delicada.
Com isso, apds a bomba peristaltica ser acionada, o sangue do animal escoou pela incisdo feita
no atrio direito, ¢ a solugdo fisioldgica (PBS) (4°C) foi introduzida pela agulha inserida no
ventriculo esquerdo. Tal procedimento teve por finalidade evitar contaminagdo com sangue dos
tecidos que foram subsequentemente coletados, o DRG e medula espinhal.

Ap6s a perfusdo intracardiaca, os DRG’s localizados abaixo da terceira, quarta e da
quinta vertebras lombares (L3, L4 e L5) foram coletados. Para tal procedimento realizamos a
dissec¢do dos musculos posteriores aderidos ou proximos a regido lombar, seguido de uma
laminectomia nas vertebras lombares. Para a realizagao de técnicas biomoleculares, os DRG’s
foram delicadamente removidos com uma pinga e imediatamente congelados em nitrogénio.
Em seguida o material foi armazenadas em um freezer a -80°C. Para a realizacdo de
imunofluorescéncia, 0o DRG L4 foi coletado e armazenado em paraformaldeido (PFA) 4% por

24 horas.

1.16.2. Medula espinhal e corno dorsal da medula espinhal (CDME)

Ap6s a perfusdo intracardiaca, a intumescéncia lombar dos camundongos foi removida.

O procedimento para coleta desta estrutura incluiu a dissec¢do dos musculos posteriores
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aderidos e proximos a regido lombar, seguido de uma laminectomia das vertebras lombares e
toracicas que protegiam a medula espinhal dos animais. Em seguida, uma sec¢do proximal e
outra distal foram feitas na medula espinhal, entre onde ¢ possivel notar a intumescéncia
lombar, que apresenta uma espessura visivelmente maior. Uma vez coletada, a intumescéncia
lombar foi seccionada e separada em lado direito e esquerdo, e entre regides anterior e posterior.
Em sequéncia as amostras foram congeladas em nitrogénio e subsequentemente armazenados
em um freezer a -80° C. O material coletado foi utilizado para realizagdo de técnicas

biomoleculares.

1.17. ELISA

As concentragdes das citocinas TNF-a, IL-1p, IL-6, IL-22 e IL-17 foram quantificadas
por ELISA a partir do homogenato de tecido articular obtido de animais desafiados com mBSA
ou PBS, apds eutanasia nos tempos de 12 horas, 1, 2, 4, 6 e 8 dias apds o desafio. Os tecidos
foram homogeneizados em PBS contendo antiproteases (0.lmM PMSF), 0.1 nM bem-
zethonium chloride, 10 mM EDTA, 20 unidades de inibidor de calicreina, aprotinin A, ¢ 0.05%
Tween 20 (10ul de solucdo para cada Img de tecido). Em seguida as amostras foram
centrifugadas por 10 min. a 10.000 rpm, na temperatura de 4°C. As dilui¢cdes do sobrenadante
em PBS (1:3) foram imediatamente analisadas pelo método de ELISA. As concentragdes das
citocinas foram mensuradas em acordo com as recomendacdes do fabricantes (R&D System).
As reacdes colorimétricas foram analisadas com um espectrofotdmetro em um comprimento de

onda de 492 nm.

1.18. Western blot

O pool de dos DRG's L3, ou L4 ou L5 de trés animais foi coletado e homogeneizados
em solug¢do de lise (50 pl) contendo 1% Triton X-100, 100 mM Tris/ HCI, pH 8.0, 10% glicerol,
5 mM EDTA, 200 mM NaCl, | mM DTT, 1 mM PMSF, 2.5 1 g/ml leupeptina, 5 1 g/ml
aprotinina, € 1 mM ortovanadato de sddio. Depois, as amostras foram incubadas no gelo por 15
minutos antes de serem centrifugados a 10.000 rpm durante 15 minutos a uma temperatura de
4 C°. Apos a centrifugacdo, o sobrenadante das amostras foi retirado e a concentragdo de
proteinas quantificada pelo método de Bradford!!® utilizando um kit de reagente manufaturado

(Bio-Rad - USA). Uma vez quantificadas, quantidades iguais das amostras (40pg) foram
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empilhadas em gel de SDS-poliacrilamida 4%, separadas por eletroforese através do gel de
SDS-poliacrilamida 12% e transferidas para uma membrana de nitrocelulose. Depois, as
membranas foram bloqueadas por 24 horas a 4C° com PBS contendo 5% de leite desnatado e
0,1% de Tween 20, lavadas por 3 vezes com PBS 0,1% de Tween e incubados com anticorpo
primario contra a proteina de interesse TNF (Santa Cruz, sc-1348) ou contra a proteina
constitutiva GAPDH (HRP conjugated- Cell signaling, #3683) em PBS contendo 5% BSA e
0,1% de Tween por 24 horas. Em seguida, as membranas foram novamente lavadas por 3 vezes
com PBS 0,1% de Tween e incubadas com anticorpo secunddrio (Santa Cruz, sc-2768) por 24
horas. As bandas imunorreativas foram visualizadas usando o sistema de deteccdo por ECL
segundo as recomendacdes do fabricante (Amersham Biosciences). Para determinacio do nivel
de expressdo das proteinas avaliadas, essas bandas imunorreativas foram quantificadas por
densitometria, utilizando o software Image J (National Institutes of Health, Bethesda, MD). O
nivel de expressdo da proteina de interesse foi normalizado em relagdo ao nivel de expressao
da proteina constitutiva gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (GAPDH) e expressos em

unidades arbitrarias (UA).

1.19. PCR quantitativo em tempo real (qQPCR RT)

O RNA das amostras de DRG (L3-L5) e medula espinhal foram extraidos com o
reagente de Trizol (Invitrogen Life Technologies Corporation, Carlsbad, CA, USA), segundo
as recomendagdes do fabricante. A quantificagdo e avaliagdo do RNA obtido foram feitas
utilizando um espectrofotometro Nanodrop 1000 (Thermo Scientific - Waltham, MA, USA). A
concentracao foi obtida em ng/ ul, e somente as relagdes de absorbancia (para os comprimentos
de onda de 260nm / 230nm e 280nm / 260nm) que variavam entre 1,8 e 2,0 foram utilizadas.
Foram adicionados OligoDT (5'-(TTT)5-3") as amostras que, em seguida, foram aquecidas por
5 min. a 70°C. Seguindo, foi adicionado as amostras uma mistura contendo a enzima
transcriptase reversa SuperScript I11, inibidor recombinante de ribonuclease (RNAse Out) (Life
Technologies — Carlsband, CA, EUA), um agente redutor para protecao da reacao (ditiotreitol,
DTT, 1mM) e tampao concentrado da mesma enzima. No termociclador, as amostras foram
mantidas por 5 min. a 25°C, 90 min. a 50°C, 15 min. a 70°C e em seguida a 4°C. Para realizag¢ao
das analises pela gPCR em tempo real, uma solu¢do contendo o reagente Power SYBRr® Master
Mix (life Technologies- Carlsband, CA, USA) e os pares de iniciadores (Integrated DNA-

Coralville, IA, USA) em um volume final de 0,5 pl foram adicionados as amostras de cDNA
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diluidas. A reacdo aconteceu com o auxilio do instrumento 7500 Fast (Applied Biosystems,
Waltham, MA, EUA), com programa de reagcdo de 10 min. a 95°C, seguido de 40 ciclos a 95°C
por 60 seg. e 60°C por 60 seg., seguidos por curva de dissociagdo. Os resultados dados pelo
ciclo limitante (threshold cycle, CT), foram calculados através do método de 2-ACT ou 2-AACT

(Schmittgen & Livak, 2008), normalizados pela expressdao do gene da enzima GAPDH.

1.20. Permeabilidade vascular do DRG

O extravasamento do corante Azul de Ivans foi utilizado para avaliagdo da
permeabilidade vascular do DRG. 8 dias ap6s o desafio com mBSA, nds realizamos uma
injecdo subcutanea contendo o volume de 100ul de solugdo de azul de Ivans (dose de 20mg/kg).
30 minutos depois da administracdo do corante, o ganglio sensorial abaixo da quarta vertebra
lombar (L4) foi cuidadosamente removido e imediatamente incluido em solugdo crioprotetora
(meio tissue-tek OCT). O tecido foi cortado em criostato na espessura de 20 um, e preparado
para analise em microscopio confocal. Os nucleos presentes no corte histologico foram
marcados com DAPI e a permeabilidade dos vasos do DRG foi mensurado pela quantidade de

fluorescéncia emitida pelo azul de Evans neste orgao.

1.21. Imunofluorescéncia

Imediatamente apds a disseccdo, o DRG (L4) foi imerso em uma solug¢do de
paraformaldeido a 4% tamponado pelo periodo de 1 hora. Em seguida, o DRG foi transferido
para uma solucao fisiologica (PBS) aonde permaneceu por 30 minutos. Apds essa lavagem do
tecido, o DRG ficou por 1 hora em solug¢do de sacarose 10%, 1 hora em solugdo de sacarose
20% e 24 horas na solu¢do de sacarose de 30%. Depois, realizamos a inclusdo do tecido em
solucdo crioprotetora (meio tissue-tek OCT). O tecido foi cortado em criostato na espessura de
20um, e preparado para analise em microscopio confocal. Nos utilizamos os anticorpos para
cfos (1:500, cat #MA1-21190, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) e Ibal (1:100 ,
cat #PAS5-21274, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Os anticorpos secundarios
foram o Alexa Fluor 647 (1:1000, cat #A-21240, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA) e o Alexa Fluor 488 (1:1000, cat #A-11008, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA) Os nucleos presentes no corte histologico foram marcados com DAPI (1:1000, Thermo

Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). As imagens foram obtidas usando um microscopio
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confocal (Leica TCS SP8, Leica Microsystems, Mannheim, Germany). A intensidade de
fluorescéncia relativa a deteccdo de c-Fos foi quantificada usando o softwere LAS X (Leica
Microsystems, Mannheim, Germany). O namero de macréfagos presentes no DRG foi
quantificado com base em uma contagem simples do numero total de todas as células marcadas

para Ibal (Ibal™) presentes em um corte histologico de DRG.

1.22. Analise estatistica

Os graficos em nosso trabalho foram confeccionados e analisados pelo Graph- Pad
Software’s Prism version 6. Os dados foram expressos como a média £ SEM. A comparacao
entre dois grupos foi realizada pelo teste t de Student (two-tailed). A comparagdo entre trés ou
mais grupos foi realizada pelo one-way ANOVA, seguida pelo pos teste de Dunnett. O Two-
way ANOVA foi adotado para comparar a resposta nociceptiva entre os grupos ou doses em
diferentes tempos, e o pos teste foi determinado de acordo com a recomendagado do software de

analise utilizado. O valor de significancia adotado foi de p< 0,05.
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5. RESULTADOS

1.23. Inflamacao na artrite induzida por antigeno (AIA) e manuten¢ao da hiperalgesia

articular apos a resolucio da resposta inflamatoria no sitio periférico

Inicialmente, realizamos a avaliacdo da intera¢ao dos leucocitos com o endotélio de
vénulas presentes na articulagdo do joelho ap6s indugdo da AIA (figura 6a e b). Nos verificamos
um aumento no nimero de células rolando na microvasculatura de animais artriticos nos tempos
de 12 horas e de 2 dias apds o desafio. O retorno para valores basais foi registrado 4 dias apos
a inducdo da artrite (figura 6a). Um aumento na quantidade de células aderidas foi observado
nos tempos de 6 horas, 12 horas e de 2 dias (figura 6b). Assim como para o rolamento, 4 dias
apos o desafio a adesdo havia retornado para valores semelhantes aos observados no grupo
controle (figura 6b).

Apos verificarmos o aumento no rolamento e na adesao de leucécitos, nds avaliamos a
cinética do infiltrado de leucdcitos recrutados para a articulagdo do joelho de camundongos
acometidos pela AIA (figura 6¢). Observamos um aumento no nimero de neutréfilos presentes
na cavidade do joelho de animais artriticos nos tempos de 12 horas e de 1 dia apds o desafio. O
recrutamento celular nos tempos supracitados representou o pico da resposta inflamatoria no
modelo utilizado. J4 no tempo de 2 dias nés percebemos uma queda no niimero de neutréfilos,
que diminuiu até alcangar valores semelhantes aos do grupo ndo artritico 8 dias apos a inducao
da ATA. Além disso, houve um aumento no nimero de células mononucleares nos tempos de 1
e 2 dias, sendo que o maior aumento ocorreu 2 dias apds o desafio, coincidindo com a queda
no numero de neutréfilos. O nimero de células mononucleares somente retornou aos valores

basais 8 dias apos o desafio.
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Figura 6. Cinética do recrutamento de leucocitos na AIA. Para a indugdo da AIA, os animais previamente
imunizados (injegdo s.c. contendo 500pug mBSA dissolvidos em 50ul de PBS e emulsionados com 50ul CFA)
foram desafiados com uma injecdo i.a. contendo 10pg de mBSA dissolvidos em 10ul de PBS. Os animais
controles, que nao desenvolveram a AIA, foram desafiados com uma injecdo i.a. contendo somente 10ul de PBS.
O rolamento (a) ¢ a adesdo (b) foram avaliados em diferentes tempos ap6s a indugdo da AIA (n=5). O rolamento
foi mensurado como sendo o numero de células que cruzava um ponto especifico do vaso ao longo de 1 minuto.
Um leucdcito foi considerado aderido ao vaso quando permaneceu estatico por 30 segundos. O total de leucocitos
aderidos foi quantificado como sendo o niimero de células estaticas na vénula dentro de um comprimento de
100um. O nimero de leucdcitos que migraram para a articulagdo do joelho foi mensurado em diferentes tempos
apos a AIA (¢) (n=4-6). Para quantificacao do infiltrado celular a cavidade articular foi lavada e as células totais
recuperadas foram contadas na camara de Neubauer e diferenciadas em neutrofilos ou células mononucleares por
microscopia de luz. Os resultados foram expressos como média + SEM; * p < 0,05, **** p<0,0001 (¢) ou p =ao

valor especificado no grafico (a, b) quando comparado ao grupo controle PBS.
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A avaliacdo histopatologica do joelho mostrou um intenso infiltrado inflamatorio no
tecido articular 1 e 2 dias ap6s o desafio com mBSA (figura 7a). Detectamos, ainda, uma
hiperplasia focal da membrana sinovial e pontos de reabsor¢ao 6ssea. Oito dias apds a indugdo
da AIA, o infiltrado inflamatoério foi substituido por tecido fibrotico, caracterizado por uma

grande deposicao de colageno (figura 8 a e b).
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Figura 7 Avaliagao histopatologica da articulaciio do joelho no modelo de AIA. Para a indugdo da AIA, os
animais previamente imunizados (injecdo s.c. contendo 500pug mBSA dissolvidos em 50ul de PBS e emulsionados
com 50ul CFA) foram desafiados com uma injecdo i.a. contendo 10pg de mBSA dissolvidos em 10ul de PBS. Os
animais controles, que ndo desenvolveram a AIA, foram desafiados com uma injecdo i.a. contendo somente 10pl
de PBS. Prancha histologica representativa da articulagdo do joelho (corte sagital) corada com H&E (a) e
respectiva quantificacdo do escore histopatologico (b) (n= 4-5). Os resultados foram expressos como média +

SEM; p = ao valor especificado no grafico quando comparado ao grupo controle PBS.
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Figura 8. Avaliacio histopatologica e recuperacio da articulacio do joelho no modelo de AIA. Para a indugéo
da ATA, os animais previamente imunizados (injeg@o s.c. contendo 500pug mBSA dissolvidos em 50pul de PBS e
emulsionados com 50ul CFA) foram desafiados com uma injecdo i.a. contendo 10pug de mBSA dissolvidos em
10ul de PBS. Os animais controles, que ndo desenvolveram a AIA, foram desafiados com uma injegdo i.a.
contendo somente 10ul de PBS. Prancha histologica representativa da articulagdo do joelho (corte sagital) corada
com Tricomico de Masson (a) e respectiva quantificacdo da fibrose sinovial (b) (n= 4-5). Os resultados foram

expressos como média = SEM; p = ao valor especificado no grafico quando comparado ao grupo controle PBS.
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Ap6s o desafio, detectamos elevadas concentragdes de IL-1f e IL-6 no tecido articular
de animais artriticos nos tempos de 12 horas e 1 dia apds AIA (figura 9a e b). O retorno da
concentracdo dessas duas citocinas para valores basais ocorreu no tempo de 2 dias apos o
desafio com mBSA. Ndo observamos aumento nos niveis de IL-17 ou IL-22. Ao contrario, 8
dia apds a inducgdo da AIA as concentragdo de IL-17 no tecido articular de animais artriticos foi
menor que a observada nos animais controles (figura 9c). Os niveis de IL-22 foram menores

que a do grupo controle em todos os tempos avaliados a partir do segundo dia apos a indugao
da AIA (figura 9d).
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Figura 9. Cinética da concentracio de citocinas presentes no tecido articular apés inducao da AIA. Para a
indu¢do da AIA, os animais previamente imunizados (injecao s.c. contendo 500pug mBSA dissolvidos em 50ul de
PBS e emulsionados com 50ul CFA) foram desafiados com uma inje¢ao i.a. contendo 10pg de mBSA dissolvidos
em 10pl de PBS. Os animais controles, que ndo desenvolveram a AIA, foram desafiados com uma injegdo i.a.
contendo somente 10pl de PBS. A concentragdo de IL-1f (a), IL-6 (b), IL-17 (¢) e IL-22 (d) presentes no
homogenato do tecido articular foi mensurada pelo método de ELISA (n=15). O tecido articular dos animais foram
coletados em diferentes tempos apos o desafio. Os resultados foram expressos como média = SEM; p = ao valor

especificado no grafico quando comparado ao grupo controle PBS.
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Em seguida, nés avaliamos a cinética da resposta nociceptiva no modelo de AIA (figura
10). Jano 1° dia apos o desafio, nds registramos um aumento da sensibilidade articular no grupo
de animais artriticos. Essa hiperalgesia mecanica, que foi precipitada pela movimentacao
passiva na articulacao dos animais doentes durante o teste de von Frey, persistiu por um periodo

de 6 dias apds a resposta inflamatoria na cavidade articular ter sido completamente resolvida.
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Figura 10. Cinética da resposta nociceptiva na AIA. Para a indugdo da AIA, os animais previamente imunizados
(injegdo s.c. contendo 500pug mBSA dissolvidos em 50ul de PBS e emulsionados com 50ul CFA) foram desafiados
com uma inje¢do i.a. contendo 10pug de mBSA dissolvidos em 10 pl de PBS (m). Os animais controles, que ndo
desenvolveram a AIA, foram desafiados com uma injecdo i.a. contendo somente 10ul de PBS (0). A resposta
nociceptiva dos animais foi aferida pelo método de von Frey (n= 6). O registro do limiar de retirada foi realizado
em diferentes tempos apds o desafio. O registro do limiar de retirada basal (LB) foi realizado 24 horas antes do
desafio. Os resultados foram expressos como média £ SEM; **** p<(,0001 quando comparado ao grupo controle
PBS.

Uma imunofluorescéncia realizada 8 dias apds o desafio revelou um aumento na
expressdo de c-Fos no DRG de animais artriticos (figura 11). Esse resultado indica que houve
um intensificagdo da atividade nociceptiva no DRG, confirmando os registros obtidos pelo
experimento comportamental. Portanto, nossos dados certificam que a hiperalgesia mecéanica

no modelo de AIA foi persistente mesmo ap0s a resolucdo da resposta inflamatoria.
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Figura 11. Aumento na expressio de c-fos no DRG apos a resolu¢do da resposta inflamatoéria no joelho. Para
a indugdo da AIA, os animais previamente imunizados (injec¢do s.c. contendo 500pug mBSA dissolvidos em 50pul
de PBS e emulsionados com 50ul CFA) foram desafiados com uma inje¢do i.a. contendo 10pug de mBSA
dissolvidos em 10ul de PBS. Os animais controles, que ndo desenvolveram a AIA, foram desafiados com uma
injegdo i.a. contendo somente 10ul de PBS Imagem representativa de uma microscopia confocal mostrando células
marcadas com anticorpo anti-c-Fos (vermelho) no DRG apés a resolucao da resposta inflamatoria no joelho (a).
Quantificacdo da intensidade de fluorescéncia no DRG para c-Fos (b) (n= 5-6). Os resultados foram expressos

como média + SEM; p = ao valor especificado no grafico quando comparado ao grupo controle PBS.

Em resumo, a manutenc¢do da hiperalgesia apos a resolu¢do da inflamagdo na AIA nao
ocorre pela acdo de qualquer agente inflamatdrio sobre os terminais periféricos de nociceptores
presentes na articulacdo afetada. Nossos resultados sugerem, portanto, que a hiperalgesia
persistente na AIA ¢ dependente de mecanismos subjacentes a acdo de mediadores

inflamatoérios na articulacao.



45

1.24. Resposta inflamatoria e nociceptiva apds o tratamento com dexametasona ou

AS605240

Para verificarmos se a antecipagdo da resposta resolutiva por agentes exdgenos ¢ capaz de
reverter a hiperalgesia persistente na AIA, nés tratamos os animais com dexametaona ou
AS605240 (inibidor seletivo para PI3Ky), dois agentes que apresentam propriedade anti-
inflamatoria, e que podem contribuir para a inducéo da resolugio '*12°, O tratamento com essas
drogas e o lavado articular foram realizados 12 e 24 horas apds a indugdo da AIA,
respectivamente. Esses tempos corresponderam ao maior aumento do infiltrado inflamatorio
observado em nosso modelo (figura 1c¢)

O tratamento com dexametazona provocou uma queda na quantidade total de células
presentes no joelho desafiado com mBSA (figura 12a). Essa diminuigdo se deu pela reducao do
numero de neutrdfilos (figura 12b) e de células mononucleares (figura 12¢) na cavidade
articular dos animais artriticos. Além disso, a melhora na inflamacgao foi acompanhada de uma
diminuicdo da hiperalgesia entre 2 e 6 dias apds a inducdo da AIA. Porém, esse efeito foi
transiente. Ja no 8° dia, o valor absoluto do limiar de retirada retornou para valores semelhantes

aos valores apresentados pelos animais artriticos ndo tratados (figura 12d e e).
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Figura 12. Avaliacdo do infiltrado celular e da resposta nociceptiva apds o tratamento com dexametasona.
Para a inducdo da AIA, os animais previamente imunizados (inje¢ao s.c. contendo 500pug mBSA dissolvidos em
50ul de PBS e emulsionados com 50ul CFA) foram desafiados com uma inje¢do i.a. contendo 10ug de mBSA
dissolvidos em 10ul de PBS. Os animais controles, que ndo desenvolveram a AIA, foram desafiados com uma
inje¢do i.a. contendo somente 10ul de PBS. Doze horas apos a inducdo da AIA, os animais receberam uma inje¢ao
subcuténea (s.c.) contendo uma dose de Smg/ kg de dexametasona (DEXA). O niimero de leucocitos que migraram
para a articulagdo do joelho foi mensurado 12 horas apds o tratamento (a, b e ¢) (n=5). Para quantificacdo do
infiltrado celular a cavidade articular foi lavada e as células totais recuperadas foram contadas na camara de
Neubauer e diferenciadas em neutréfilos ou células mononucleares por microscopia de luz. Os resultados foram
expressos como média = SEM; * p < 0,05 quando comparado ao grupo controle PBS. Para a avaliagdo do limiar
de retirada, a resposta nociceptiva dos animais foi aferida pelo método de von Frey (d) (grafico representativo de
3 experimentos independentes com n= 6). O registro do limiar de retirada foi realizado em diferentes tempos apds
o tratamento. O registro do limiar de retirada basal (LB) foi realizado 24 horas antes do desafio. Quantificacdo da
area sob a curva entre os tempos de 2 e 4 dias apds o desafio (24 horas e 72 horas depois do tratamento com DEXA
respectivamente) e entre 6 ¢ 16 dias apds o desafio (5 dias e 15 dias depois do tratamento com DEXA,
respectivamente) (e) (n= 3). Os resultados foram expressos como média £ SEM; * p< 0,05 quando comparado ao

grupo controle (PBS + veiculo). # p< 0,05 quando comparado ao grupo artritico ndo tratado (AIA + veiculo).

A inibicdo da PI3Ky também induziu uma diminuicdo da inflamag¢do no joelho dos
animais doentes. Houve uma queda da quantidade total de leucocitos na cavidade articular dos
camundongos artriticos (figura 13a), que pdde ser atribuida a redug¢ao do nimero de neutréfilos
(figura 13b). Entretanto, o tratamento com AS605240 preservou a quantidade de células
mononucleares presentes na articulagdo desafiada com mBSA (figura 13¢). A diminui¢do da
inflamacdo neutrofilica, porém, nao foi suficiente para induzir uma perda da resposta
hiperalgésica observada durante a AIA (figura 13d ).

De forma geral, nossos resultados mostram que a manutengao da hiperalgesia articular
ocorre de forma independente da resolu¢do da resposta inflamatoria induzida pelas drogas

utilizadas neste trabalho.
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Figura 13. Avaliacio do infiltrado celular e da resposta nociceptiva apoés o tratamento com AS605240. Para
a indugdo da AIA, os animais previamente imunizados (injecdo s.c. contendo 500pug mBSA dissolvidos em 50ul
de PBS e emulsionados com 50ul CFA) foram desafiados com uma inje¢do i.a. contendo 10pug de mBSA
dissolvidos em 10ul de PBS. Os animais controles, que ndo desenvolveram a AIA, foram desafiados com uma
injegdo i.a. contendo somente 10ul de PBS. Doze horas apos a indugéo da AIA, os animais receberam uma injego
intra-articular (i.a.) contendo uma dose de 0.05Mm de AS605240. O nimero de leucécitos que migraram para a
articulacdo do joelho foi mensurado 12 horas apds o tratamento (a, b e ¢) (n=9-10). Para quantificagdo do infiltrado
celular a cavidade articular foi lavada e as células totais recuperadas foram contadas na camara de Neubauer e
diferenciadas em neutro6filos ou células mononucleares por microscopia de luz. Os resultados foram expressos
como média = SEM; * p < 0,05 quando comparado ao grupo controle PBS. Para a avalia¢do do limiar de retirada,
a resposta nociceptiva dos animais foi aferida pelo método de von Frey (d) (n=5). O registro do limiar de retirada
foi realizado em diferentes tempos apos o tratamento. O registro do limiar de retirada basal (LB) foi realizado 24
horas antes do desafio. Os resultados foram expressos como média = SEM; * p< 0,05 quando comparado ao grupo

controle (PBS + veiculo). # p< 0,05 quando comparado ao grupo artritico ndo tratado (AIA + veiculo).
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1.25. O ganglio da raiz dorsal (DRG) apresenta um status inflamatorio transiente apos

a resolucio da resposta inflamatoria no sitio periférico

Diversas condi¢des dolorosas podem se desenvolver em fungdo da acdo de mediadores
inflamatorios em estruturas do sistema nociceptivo 2!, Portanto, uma vez que a persisténcia da
sensibilidade articular na AIA ndo poderia ser explicada pela acao de agentes inflamatorios no
joelho, noés avaliamos se o microambiente do DRG estava comprometido por uma
neuroinflamag¢do. Nos tempos de 6 e 8 dias ap6s a inducdo da AIA, nossos experimentos

revelaram um aumento no nimero de células Ibal”, (figura 14a e b) no DRG.
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Figura 14. Aumento no nimero de células positivas para Iba 1 no DRG apés a resolucdo da resposta
inflamatoria no joelho. Para a indug@o da AIA, os animais previamente imunizados (inje¢ao s.c. contendo 500ug
mBSA dissolvidos em 50ul de PBS e emulsionados com 50ul CFA) foram desafiados com uma injegdo i.a.
contendo 10pg de mBSA dissolvidos em 10ul de PBS. Os animais controles, que ndo desenvolveram a AIA, foram
desafiados com uma injecdo i.a. contendo somente 10ul de PBS. Imagem representativa de uma microscopia
confocal mostrando células marcadas com anticorpo Ibal (verde) dentro do DRG apds a resolugdo da resposta
inflamatoria no joelho (a). Quantificagdo das células ibal™ (b) (n= 5). Os resultados foram expressos como média

+ SEM; p = ao valor especificado no grafico quando comparado ao grupo controle PBS.
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Concomitante ao aumento de células Ibal”, houve um aumento na expressdo génica de
IL-6 (figura 15b), CXCL1 (figura 15¢), COX2 (figura 15d), iNOS (figura 15¢) e IL-10 (figura
15f) no DRG. O aumento na expressao génica de IL-1P foi observado somente 8 dias apos a
inducdo da AIA (figura 15a). Esses resultados demonstram que a resolucdo da resposta
inflamatoria na AIA ¢ inicialmente restrita ao sitio periférico, ou seja, na articulacio

comprometida, preservando um status inflamatério tardio no DRG.
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Figura 15. Aumento na expressio de moléculas inflamatérias no DRG apds a resolugcdo da resposta
inflamatoria periférica na AIA. Para a inducdo da AIA, os animais previamente imunizados (injegdo s.c.
contendo 500pg mBSA dissolvidos em 50ul de PBS e emulsionados com 50ul CFA) foram desafiados com uma
inje¢do i.a. contendo 10pg de mBSA dissolvidos em 10ul de PBS. Os animais controles, que ndo desenvolveram
a AIA, foram desafiados com uma injecdo i.a. contendo somente 10pl de PBS. O nivel de expressdo do mRNA de
IL-1B (a), IL-6 (b), CXCLI (¢) COX-2 (d), iNOS (e), IL-10 (f) foram mensurados no ganglio da raiz dorsal (DRG)
pelo método de PCR quantitativo em tempo real (n=5). As amostras foram constituidas pelo pool de DRG’s (L3,
L4 e L5/ animal) coletados em diferentes tempos apds o desafio. Os resultados foram expressos como média +

SEM; p = ao valor especificado no grafico quando comparado ao grupo controle PBS.
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Sumarizando, apds a resolugdo da resposta inflamatéria na cavidade do joelho de
animais artriticos, o DRG desenvolveu temporariamente um ambiente inflamatoério. Essa
condi¢do pode ter fornecido ao aparato sensorial moléculas com potencial de sensibilizar o

sistema nociceptivo e manter a hiperalgesia articular ap6s a remissao da AIA.

1.26. A hiperalgesia mecanica residual no modelo de AIA esta associada ao aumento na

expressao de TNF e de seu receptor TNFR2 no DRG.

A cinética da expressao do mRNA de TNF e de seus receptores do tipo 1 e 2 (TNFRI1 e
TNFR2 respectivamente) foi avaliada no poo/ de ganglios sensoriais (L3- L5) que inervam a
articulagdo do joelho (figura 16a) pela técnica de PCR quantitativo em tempo real. Nos
observamos que, além de um aumento na expressao de TNF no 6° ¢ 8° dias ap6s o desafio com
mBSA (figura 16b), houve um aumento na expressdo génica de TNFR2 (fig. 8d), e uma
concomitante reducdo na expressdo do mRNA de TNFR1 (figura 17a). Nos tempos avaliados
em nosso trabalho, também nao encontramos aumento na expressao do canal TRPV1 do DRG

(figura 17b), que ¢ hiperexpresso em neurdnios expostos ao TNF de forma dependente de
TNFR1 2,
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Figura 16. Aumento na expressio génica de TNF e de seu receptor TNFR2 no DRG apés a resolugido da

resposta inflamatéria periférica na AIA. Para a inducdo da AIA, os animais previamente imunizados (injecao
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s.c. contendo 500pug mBSA dissolvidos em 50ul de PBS e emulsionados com 50ul CFA) foram desafiados com
uma inje¢do i.a. contendo 10pg de mBSA dissolvidos em 10ul de PBS. Os animais controles, que ndo
desenvolveram a AIA, foram desafiados com uma injegdo i.a. contendo somente 10 pl de PBS. Os DRG’s foram
coletados em diferentes tempos apds o desafio. Cada amostra foi constituida do pool de DRG contendo L3, L4 ¢
L5 de um unico animal (a). O nivel de expressio do mRNA de TNF (b) e TNFR2 (¢) foram mensurados pelo
método de PCR quantitativo em tempo real (n=5). Os resultados foram expressos como média = SEM; p = ao

valor especificado no grafico quando comparado ao grupo controle PBS.
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Figura 17. A expressao génica de TNFR1 e TRPV1 no DRG nio se altera no modelo de AIA. Para a inducdo
da AIA, os animais previamente imunizados (inje¢do s.c. contendo 500pg mBSA dissolvidos em 50ul de PBS e
emulsionados com 50ul CFA) foram desafiados com uma injecdo i.a. contendo 10pug de mBSA dissolvidos em
10ul de PBS. Os animais controles, que ndo desenvolveram a AIA, foram desafiados com uma injegdo i.a.
contendo somente 10ul de PBS. Os DRG’s foram coletados em diferentes tempos apds o desafio. Cada amostra
foi constituida do pool de DRG contendo L3, L4 e L5 de um tnico animal. O nivel de expressdo do mRNA de
TNFRI (a) e TRPV1 (b) foram mensurados pelo método de PCR quantitativo em tempo real (n=5). Os resultados

foram expressos como média £ SEM; p = ao valor especificado no grafico quando comparado ao grupo controle
PBS.

Utilizando a técnica de western blot, nds observamos que 8 dia ap6s o desafio com
mBSA a expressdao de TNF permaneceu basal nos ganglios sensoriais localizados abaixo da
terceira e quinta vertebras lombares (L3 e L5 respectivamente) (figura 18a). Porém, um

aumento na expressao dessa citocina foi identificado no DRG abaixo da quarta vertebra lombar

(L4) (figura 18a, b e c).
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Figura 18. Expressao de TNF no DRG apés a resoluciio da resposta inflamatoéria na articulacio acometida
pela AIA. Para a indugdo da AIA, os animais previamente imunizados (inje¢do s.c. contendo 500ug mBSA
dissolvidos em 50ul de PBS e emulsionados com 50ul CFA) foram desafiados com uma injec¢do i.a. contendo
10pg de mBSA dissolvidos em 10ul de PBS. Os animais controles, que ndo desenvolveram a AIA, foram
desafiados com uma inje¢do i.a. contendo somente 10ul de PBS. Cada amostra foi constituida pelo pool de 3
DRG’s, que foram coletados de animais diferentes, 8 dias apds o desafio. A expressdo de TNF em L3, L4 ou L5
(a), ou somente em L4 (b), foi avaliada pelo método de Western Blot. A quantificagdo da expressdo de TNF foi
realizada somente para L4 (¢) (n= 3). Os resultados foram expressos como média + SEM; p = ao valor especificado

no grafico quando comparado ao grupo controle PBS.

Para confirmar se o TNF presente no DRG apresentava influéncia sobre a hiperalgesia
articular verificada apos a resolugdo da resposta inflamatoria no joelho, sua agdo foi
neutralizada pela injecdo intratecal de etanercept (forma solivel e dimérica do receptor para
TNF do tipo 2 TNFR2). O tratamento com etanercept nas doses de5 pg e de 50pg no 7° dia

apo6s o desafio com mBSA reverteu permanentemente a hiperalgesia articular (figura 19).
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Figura 19. Reversio da hipernocicepcio persistente apos neutralizagdo do TNF. Para a indugdo da AIA, os
animais previamente imunizados (inje¢@o s.c. contendo 500pug mBSA dissolvidos em 50ul de PBS ¢ emulsionados
com 50ul CFA) foram desafiados com uma inje¢&o i.a. contendo 10ug de mBSA dissolvidos em 10l de PBS (m).
Os animais controles, que ndo desenvolveram a AIA, foram desafiados com uma injegéo i.a. contendo somente
10ul de PBS (0). Os grupos tratados receberam uma injegao intratecal (i.t.) contendo 0,5ug (a), Spg (v) ou 50pug
(#) de etanercept (Eta.), 7 dias apds o desafio. A resposta nociceptiva dos animais foi aferida pelo método de von
Frey (n=7). O registro do limiar de retirada foi realizado em diferentes tempos apds o desafio. O registro do limiar
de retirada basal (LB) foi realizado 24 horas antes do desafio. Os resultados foram expressos como média + SEM;
* p< 0,05 quando comparado ao grupo controle (PBS + veiculo). # p< 0,05 quando comparado ao grupo artritico

ndo tratado (AIA + veiculo).

1.27. A hiperalgesia mecinica residual no modelo de AIA esta associada a acdo de TNF

no DRG, mas nio no corno dorsal da medula espinhal (CDME).

No intuito de confirmar se o desenvolvimento da hiperalgesia articular persistente foi
dependente da influéncia de TNF especificamente no DGR, nos avaliamos a expressao dessa
citocina na medula espinhal dos animais desafiados com mBSA ou PBS. Apds 8 dias da indugao
da AIA, a intumescéncia lombar da medula espinhal foi coletada e seccionada no plano sagital
em partes contra- lateral (CL) e ipsi-lateral (IL) (figura 20a) em relacdo ao joelho que foi

desafiado. Essas partes foram processadas e analisadas pela técnica de PCR quantitativo em
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tempo real. A por¢do IL da medula espinhal dos animais artriticos ndo apresentou alteragdes
significativas na expressao do mRNA de TNF em relacdo a por¢do IL dos animais controle ndo
artriticos (figura 20b). Diferencas entre as por¢des IL e CL no grupo AIA também nao foram

detectadas (colunas pretas da figura 20b).
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Figura 20. Expressdo de TNF na medula espinhal apés a resoluciio da resposta inflamatéria na articulacio
acometida pela AIA. Para a indugdo da AIA, os animais previamente imunizados (injecdo s.c. contendo 500pug
mBSA dissolvidos em 50ul de PBS e emulsionados com 50ul CFA) foram desafiados com uma injegdo i.a.
contendo 10pg de mBSA dissolvidos em 10ul de PBS. Os animais controles, que nao desenvolveram a AIA, foram
desafiados com uma inje¢@o i.a. contendo somente 10ul de PBS. As amostras de medula espinhal foram coletadas
8 dias apds desafio, especificamente na altura da intumescéncia lombar (a, lado esquerdo), e segmentadas em
contra-lateral (CL) e ipsi-lateral (IL) (a, lado direito) em relagdo ao joelho desafiado. O nivel de expressdo do
mRNA de TNF foi mensurado pelo método de PCR quantitativo em tempo real (b) (n=5). Os resultados foram

expressos como média = SEM; p = ao valor especificado no grafico quando comparado ao grupo controle PBS.

Considerando que a expressdo génica de TNF poderia ter sido mascarada pelo excesso
de tecido coletado nas amostras de medula, nds avaliamos somente o CDME (figura 21a),
regido onde os impulsos nociceptivos provenientes da periferia sdo processados ’°. Assim como
na amostra contendo a por¢do IL da intumescéncia lombar, ndo detectamos alteragdes
significativas na expressao do mRNA de TNF no CDME dos animais artriticos em nenhum dos
tempos verificados (figura 21d). A expressao do mRNA de TNFRI1 (figura 12¢) ou de TNFR2
(figura 21f) no CDME dos animais submetidos a AIA também ndo sofreu alteracdo. Esses
resultados indicam que, no modelo adotado no presente estudo, a reversdo da hiperalgesia
articular residual induzida pela administracdo i.t. de etanercept (figura 19) se deu pela
neutralizacao da acdo de TNF no DRG, e ndo no CDME. Além disso, nés ndo detectamos no

CDME mudangas na expressao génica de Iba-1 ¢ GFAP, que sdo marcadores de ativagao de
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células gliais ' (figura 21b e ¢). Portanto, a hiperalgesia persistente observada na AIA ocorre
em funcdo do aumento da expressdao de TNF e de TNFR2 no DRG 6 e 8 dias ap6s o desafio,

em um periodo posterior a resolucao natural da resposta inflamatéria no joelho.
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Figura 21. Expressiao de Ibal, GFAP, TNF, TNFR1 e TNFR2 no corno dorsal da medula espinhal apés a
resolucio da resposta inflamatoéria na articulacio acometida pela AIA. Para a inducdo da AIA, os animais
previamente imunizados (injecdo s.c. contendo 500pug mBSA dissolvidos em 50ul de PBS e emulsionados com
50ul CFA) foram desafiados com uma inje¢do i.a. contendo 10pug de mBSA dissolvidos em10ul de PBS. Os
animais controles, que ndo desenvolveram a AIA, foram desafiados com uma injec¢do i.a. contendo somente 10pul
de PBS. As amostras do corno dorsal da medula espinhal (ipisi-lateral (IL) em relacdo ao joelho desafiado) (a)
foram coletadas 8 dias apds desafio, especificamente na altura da intumescéncia lombar. O nivel de expressdo do
mRNA de Iba 1 (b), GFAP (c¢), TNF (d), TNFRI1 (e) e TNFR2 (f) foram mensurados pelo método de PCR
quantitativo em tempo real (n= 8). Os resultados foram expressos como média + SEM; p = ao valor especificado

no grafico quando comparado ao grupo controle PBS.
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Apesar de ndo ter ocorrido qualquer alteragdo no nivel de expressdo génica de TNF,
Ibal ou de GFAP no CDME, nés observamos que houve um modesto aumento na adesdo de
leucocitos nos vasos da regido posterior da intumescéncia lombar (figura 22). Esse fendmeno
parece ter sido um efeito do desenvolvimento de um status inflamatorio no DRG (figura 15).
Vale ressaltar que a vasculatura analisada pela microscopia intravital se localizava proxima do

local onde a raiz dorsal de cada DRG lombar penetravam a medula espinhal.
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Figura 22. Aumento na adesdo de leucdcitos na microvasculatura da medula espinhal. Para a indugéo da
AIA, os animais previamente imunizados (inje¢do s.c. contendo 500pug mBSA dissolvidos em 50ul de PBS e
emulsionados com 50ul CFA) foram desafiados com uma injecéo i.a. contendo 10pug de mBSA dissolvidos em
10ul de PBS. Oito dias apds o desafio, a avaliagdo por microscopia intravital (a, lado esquerdo) foi realizada nos
vasos presentes na regido posterior da intumescéncia lombar (a, lado direito) para avaliagdo da adesdo de
leucocitos (b) (n=4). Cada animal recebeu uma inje¢ao intravenosa contendo Rhodamina 6G-Sigma (0.5 mg/ kg)
imediatamente apos a cirurgia para exposi¢ao da medula. Os resultados foram expressos como média + SEM; p =

ao valor especificado no grafico quando comparado ao grupo controle PBS

1.28. A administracio sistémica de etanercept alcanca o DRG e reverte a hiperalgesia

articular apos a resolucao da inflamacao.

O DRG pode ser um potencial alvo farmacoldgico para drogas que sdo sistemicamente

injetadas '2*!2°, Essa estratégia de administragio pode ser facilmente executada '** e apresenta
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baixo risco para o individuo que dela depende. Aqui, nés demonstramos que a administragao
sistémica de uma unica dose subcutinea de etanercept (10mg/ Kg) 7 dias apos a indugdo da
AIA diminuiu, gradualmente, a hiperalgesia articular verificada apos a fase resolutiva. Essa
melhora pode ser observada ja com 1 e 3 dias depois da neutralizagao do TNF (dias 8 e 10 apds
indugdo da AIA). O retorno do limiar de retirada dos camundongos tratados para valores basais
ocorre permanentemente a partir do 5° ap6s o tratamento (12 dias apds inducao da AIA) (figura
23a).

Em seguida, nos realizamos um teste de permeabilidade vascular com Azul de Evans
para confirmagdo de que os vasos presentes no DRG permitiriam a passagem de moléculas
presentes na circulagdo para o interior do 6rgdo em questdo. Verificamos que, apos a
administracao sistémica, o azul de Evans alcangou e se compartimentalizou ao redor do DRG
L4 (figura 23b a esquerda), e acessou o interior do 6rgdo, se impregnando na regido rica em
corpos celulares (figura 23b a direita). Essa evidéncia confirma a possibilidade de que drogas

sistemicamente injetadas poderiam atuar em componentes no interior do DRG.
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Figura 23. Reversio da hipernocicepcio provocada pela acio de TNF no DRG ap6s administracio sistémica
de etanercept e permeabilidade do ganglio durante periodo niao inflamatoério da AIA. Para a inducdo da AIA,
os animais previamente imunizados (inje¢do s.c. contendo 500ug mBSA dissolvidos em 50ul de PBS e
emulsionados com 50ul CFA) foram desafiados com uma injecéo i.a. contendo 10pug de mBSA dissolvidos em
10ul de PBS (m). Os animais controles, que ndo desenvolveram a AIA, foram desafiados com uma injeggo i.a.
contendo somente 10ul de PBS (0). Registro da resposta nociceptiva (a). O grupo tratado recebeu uma injegéo
subcutanea (s.c.) na dose de 10mg/ kg pg (®) de etanercept (Eta.), 7 dias apds o desafio (a). A resposta nociceptiva
dos animais foi aferida pelo método de von Frey (n=5). O registro do limiar de retirada foi realizado em diferentes
tempos apos o desafio. O registro do limiar de retirada basal (LB) foi realizado 24 horas antes do desafio. Avaliagdo
da permeabilidade dos vasos do DRG (b). O animal recebeu uma inje¢éo intravenosa (i.v.) contendo de Azul de
Evan 8 dias apds o desafio. As setas amarelas indicam acimulo de Azul de Evans em uma regido préxima ao DRG
em L4 (lado esquerdo). Imagem representativa de uma microscopia confocal mostrando impregnacao do Azul de
Ivan (roxo) na regido rica em corpos celulares do DRG (lado direito). Os resultados foram expressos como média
+ SEM; * p< 0,05 quando comparado ao grupo controle PBS. # p< 0,05 quando comparado ao grupo artritico ndo

tratado (AIA + veiculo).
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6. DISCUSSAO

Os processos relacionados ao desenvolvimento da hiperalgesia articular na artrite
reumatoide sdo estudados principalmente durante a fase em que os eventos inflamatorios se

manifestam com maior intensidade 071267129,

Alguns trabalhos, no entanto, procuram
compreender o desenvolvimento da dor articular que persiste apds a diminuig¢do da atividade
ou remissdo da doenca, que ¢ um fendomeno clinico frequentemente reportado pelos pacientes
7374130131 “Todavia, a literatura é escassa de estudos que explicam como esse fendmeno se
desenvolve a partir de alteragdes nos diversos estratos do sistema nociceptivo, especialmente
no ganglio da raiz dorsal. Dentro dessa perspectiva, nds exploramos as alteragdes neste orgao
sensorial que podem contribuir para a identificagdo de mecanismos que desencadeiam a dor
articular apos a resolucdo da resposta inflamatoria na artrite. Nossos resultados mostram que o
DRG, a despeito da resolugdo que ocorre no sitio articular, desenvolve um ambiente
inflamatorio, caracterizado pelo aumento de células Ibal™ e pelo aumento na expressio de
moléculas inflamatorias. Além disso, verificamos que a hiperalgesia articular persistente no
modelo de AIA estd associada com o aumento da expressdao de TNF e seu receptor TNFR2 no
DRG, e que ela pode ser revertida pela administragdo intratecal ou sistémica de etanercept.
Portanto, nossos resultados reforcam a idéia de que algumas alteragdes moleculares e celulares
no ganglio sensorial podem desencadear processos relacionados a manutencao da dor articular
apos a resolucdo da resposta inflamatdria na artrite.

Nos utilizamos neste estudo o modelo de AIA, que apresenta uma resposta inflamatoria
autolimitada, e se caracteriza principalmente pelo recrutamento de neutrofilos para a cavidade
articular °1%° Apos realizarmos o desafio com mBSA, nos observamos um aumento no
rolamento e na adesao de leucocitos na microvasculatura do joelho, com subsequente aumento
da presenca de neutréfilos na cavidade acometida. Além disso, nossos experimentos
demonstraram que a permanéncia desses neutrofilos no sitio inflamatorio teve um limite
proprio, associado a um retorno dos niveis de IL-1f e IL-6 para valores basais e aumento de
células mononucleares. Esse limite pode ser relacionado ao desencadeamento do processo de
resolucao da resposta inflamatéria. Diversos trabalhos mostram que durante essa etapa ha uma
diminui¢do do recrutamento de neutrofilos para o sitio inflamatorio, bem como aumento da
apoptose dessas células, acompanhado de uma diminui¢do da liberacdo de moléculas

inflamatorias e aumento do influxo de macrofagos (ver referéncia 18). Por fim, esses macréfago

adquirem um fenétipo resolutivo e contribuem com o processo de remogao dos neutrofilos e
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cessagdo da resposta inflamatéria. Esse conjunto de eventos € dependente da liberagdo de
moléculas pro-resolutivas que orquestram todo o processo de reestabelecimento da homeostase
tecidual 1327134, As observacdes realizadas neste presente trabalho mostram que a AIA ¢ um
modelo em que a resolucdo da resposta inflamatéria ocorre de forma natural, respeitando
processos celulares e moleculares amplamente discutidos na literatura '®!®. A analise dos
processos de resolucdo em uma inflamagao autolimitada precisam ainda ser melhor detalhados,
uma vez que eles sdo rapidos e de dificil identificacao nos tempos estudados neste trabalho.

Diferentemente de Qu e Caterina (2016), que evidenciaram uma cessagao conjunta de
inflamagdo e hiperalgesia no modelo de AIA '*°, ndés mostramos que a resposta nociceptiva nio
diminui junto com a cinética de resolu¢do e retorno da homeostasia do tecido afetado.
Acreditamos que a diferenca entre a hiperalgesia registrada em nosso estudo e aquela observada
no trabalho de Qu e Catarina (2016) possa ser explicado em funcdo do método utilizado para
mensuracao da resposta nociceptiva. Diferentemente desses autores, que comprimiram a regiao
articular dos animais, nos aplicamos um estimulo capaz de alterar o angulo na articula¢do do
joelho dos camundongos. Portanto, nos estimulamos terminais de fibras nociceptivas presentes
em estruturas mais profundas, como os ligamentos %¥, que sdo comprometidos no modelo de
AIA 3¢, Além disso, os resultados dos experimentos comportamentais, que mostraram uma
manuten¢do da hiperalgesia apos a resolugdo da inflamagdo, foram confirmados pela forte
expressao de c-Fos nos neuroénios do DRG. O aumento na expressao de c-Fos esta relacionada
com a ativagio de componentes neuronais em diversos estratos do sistema nociceptivo 27140,
incluindo o DRG '*!. Nossos dados podem ser confirmados pelo conjunto de resultados
expostos pelos trabalho de Sachs ef al. (2010) e Lopes ef al. (2009), que demonstraram que a
hiperalgesia persiste ap6s a remissio da inflamag3o articular no modelo de AIA °7°%. Entretanto,
0s mecanismos associado a esse evento ndo foram abordado por esses autores.

Nossos achados indicam a existéncia de um mecanismo subjacente a influéncia dos
estimulos inflamatdrios no joelho desafiado, que € capaz de conservar a hiperalgesia articular
apos a resolugdo da resposta inflamatoria no modelo de AIA. Essa hipotese pode ser justificada
por dois motivos. Primeiro, o tratamento com dexametasona ou PI3Ky foram capazes de
diminuir a inflamagdo articular, porém nao reverteram a hiperalgesia. Segundo, a hiperalgésia
articular persistiu a despeito da diminui¢ao de citocinas capazes de induzir um aumento da
excitabilidade de nociceptores articulares.

Em nosso estudo, o tratamento com dexametasona foi capaz de abolir completamente a

inflamac¢ao na articulagao dos animais artriticos. Na AIA, esse efeito estd associado com a
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regulacdo na expressio génica de citocinas inflamatorias pela atividade da Anexina 1 '*2. Vago
et al. (2012) sugerem ainda que o tratamento com dexametasona ¢ capaz de reduzir a resposta
inflamatoéria relacionada ao aumento na expressdao de anexina Al intacta e da apoptose de
neutréfilos '¥. Além disso, macrofagos estimulados com dexametasona aumentaram sua

144 que é mais um efeito associado as

capacidade de eferocitar neutréfilos apoptoticos
propriedades pro-resolutivas dessa droga. Contudo, apesar de termos confirmado que a
dexametazona exerce um efeito pro-resolutivo no modelo de AIA, a reversao da hiperalgesia
observada ap0s o tratamento com essa droga nao foi permanente.

Noés mostramos, ainda, que a administracdo i.a. do inibidor de PI3ky, AS605240,
induziu uma diminui¢do do numero de neutréfilos e manteve a quantidade de células
mononucleares na cavidade articular desafiada com mBSA. Esse resultado estd em acordo com
os dados de Galvao ef al. (2019). Utilizando um modelo de indu¢do de gota experimental pela
administracdo i.a. de cristais de urato monossodico (MSU, do inglés, monosodium urate
crystals), esses autores evidenciaram uma inducdo da resolu¢do da inflamagdo apds o
tratamento com AS605240. Eles mostraram que essa droga foi capaz de diminuir o nimero de
neutréfilos, manter as células mononucleares, aumentar a eferocitose e diminuir os niveis de
IL-1B e TNF na cavidade articular acometida. No entanto, diferentemente desses autores, nds
nao observamos uma melhora na hiperalgesia articular. Essa inconsisténcia sobre a agdo
analgésica do AS605240 pode ser explicada pela diferenca na intensidade da hiperalgesia, que
pode ser produzida de forma especifica entre os modelos utilizados. Outra possibilidade que
pode explicar essa diferenca ¢ a dose adotada em nosso trabalho, que foi 10 vezes menor que
aquela utilizada no referido estudo. De forma geral, o mecanismo que preserva a hiperalgesia
na AIA ¢ estimulado mesmo que a eficiéncia dos processos de resolugdo da resposta
inflamatoria seja amplificada pelo tratamento com dexametasona ou AS605240.

Durante a resolugdo natural da inflamacao, foi observado que houve uma diminuicao
nas concentracoes de IL-1P3, IL-6, IL-22, IL-17 no joelho de camundongos artriticos até o
segundo dia apos o desafio com mBSA. Apesar dessas citocinas participarem perifericamente

no desenvolvimento da hipersensibilidade articular !06.108.109.145-147

, €M Nossos experimentos
suas concentragdes na articulacdo ja eram insuficientes para justificar a hiperalgesia residual
verificada apds a resolucao da resposta inflamatoria. Portanto, como os eventos periféricos ndo
foram capazes de justificar a manuten¢do da sensibilidade articular, nds direcionamos nossa

aten¢do para diferentes regides moduladoras da nocicepgdo. Com isso, objetivamos responder
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sobre como a essa hiperalgesia persistiu apds a resolucao da resposta inflamatoria no modelo
de AIA.

Alguns mecanismos relacionados a interacao entre o sistema imune ¢ os componentes do
sistema nociceptivo oferecem uma perspectiva para a compreensao dos processos que
aumentam a sensibilidade sensorial *%!2!. Muitos desses mecanismos podem ocorrer no DRG
como efeito da alteracdo no perfil de moléculas inflamatorias em seu microambiente e pela
ativacdo de componentes celulares presentes nesse orgdo '*!. Virios trabalhos apontam a
participacao de TNF, IL1p, IL6, COX, iNOS e CXCL1 durante o evento de sensibilizacao do
neurdnio nociceptivo presente no DRG, ou no desenvolvimento da hiperalgesia '**"'>*, Porém,
poucos estudos exploram as mudangas no ambiente inflamatério desse 6rgdo ou relacionam
essas mudangas a dor articular observada em condi¢des nao inflamatérias em modelos de
indugdo de artrite. Em nosso estudo, entdo, nds avaliamos se o0 DRG apresentou alteragdes no
perfil de expressdao de moléculas inflamatorias ap6s a resolugdo da inflamagao no sitio articular.
Noés mostramos que, além do aumento na ativagio de células Ibal” no DRG, houve também um
aumento na expressao de TNF, IL-1p, IL-6, COX2, iNOS e CXCL1 nesse 6rgao sensorial.

Em seguida, nds demonstramos que houve um aumento na expressao de TNF no DRG apds
a fase de resolugdo da resposta inflamatéria no joelho de animais submetidos a AIA. De fato, a

acdo de TNF no DRG pode gerar um efeito pro-nociceptivo 2!

, € a hiperexpressdo dessa
molécula nesse 6rgdo esta relacionada com o aumento da sensibilidade & dor em diversas
condi¢des patologicas como por exemplo na dor neuropatica !°°, na neuralgia herpética aguda
156 ¢ na diabetes neuropatica '*’. Além disso, o TNF ¢é produzido por macréfagos no DRG 2!,
Dessa forma, ¢ possivel que em nosso trabalho a fonte de TNF tenha sido oriunda de
macrofagos Ibal® presentes no DRG. No entanto, vale ressaltar que o aumento nos niveis de
TNF foram verificados somente no DRG L4. Esse ¢ um dado que caracteriza a importancia que
especificamente esse DRG apresenta para o desenvolvimento da hiperalgesia no joelho de
camundongos. Possivelmente, uma grande densidade de terminais periféricos de fibras
aferentes primarias cujos corpos celulares estdo alojados no DRG L4, constituem o maior
campo receptivo nessa articulacao.

Em condi¢des inflamatorias, o aumento na expressdo de TNFR1 no DRG pode ser
observado tanto em células neuronais quanto em células nio neuronais '*3. O aumento na
expressio do receptor TNFR2, no entanto, fica restrito as células ndo neuronais '°®. Na artrite,
as alteragdes no perfil de expressdo desses receptores no DRG ndo apresenta consenso na

literatura. Em um modelo de artrite induzida por CFA, Inglis et al. (2005) evidenciou um
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aumento em TNFR1 nas células neurais e TNFR2 em macréfagos infiltrados no DRG '?7. No
entanto, Borttger et al. (2008) mostrou que, apesar de células de médio e pequeno calibre no
DRG expressarem TNFR1 e TNFR2, a propor¢ao desses receptores ndo se altera durante a AIA
197 Em nossos experimentos, a expressio do gene de TNFR1 no DRG diminuiu nos tempos de
6 ¢ 8 dias ap6s a indugdo da AIA. A ativagdo desse receptor esta relacionada ao aumento da
excitabilidade neuronal dependente da expressdo de TRPV1 22, e a disponibilidade desse canal
na superficie neuronal de nociceptores '*°. Entretanto, além da diminuigdo da expressio de
TNFR1 no DRG, ndo observamos qualquer alteracao nos niveis de TRPV1 no DRG ao longo
da AIA. Esses resultados, portanto, demonstram que a manuten¢do da hiperalgesia apos a
resolugdo da resposta inflamatoria na AIA ndo pode ser explicada pela ativagdo de TNFR1. Por
outro lado, em nossos experimentos demonstramos que houve um aumento na expressao de
TNFR2 8 dias ap6s a indugdo da AIA. J4 foi demonstrado, que a expressdo desse receptor pode
ser evidenciada em macrdéfagos que migram para o DRG de animais artriticos e que sdo
associados a dor articular '?7:12®, Esses macrofagos que expressam TNFR2 representam uma via
alternativa pela qual o TNF poderia modular a fun¢do neuronal no DRG !¥’. Apesar de
podermos afirmar que o aumento na expressao de TNFR2 esta associado com a manutencao da
hipernocicep¢ao no modelo de AIA, nés ndo verificamos em qual tipo celular esse receptor esta
exercendo sua influéncia.

A inflamagdo em regides especificas da medula espinhal, como por exemplo no CDME,
esta associada ao desenvolvimento da dor em uma série de condigdes patologicas *%!2!, Na AIA,
a expressdo de TNF na medula espinhal estd relacionada com o aumento da resposta
hipernociceptiva em camundongos %1% Quadros et al. (2015) demonstraram que, em animais
previamente imunizados, o desafio com uma dose elevada de mBSA (100ug/ joelho) foi capaz
de produzir uma intensa resposta hipernociceptiva associada ao aumento da expressdo de TNF
e a ativagdo de células da microglia na medula espinhal ', Esses mesmos autores ainda
demonstraram que a administragdo intratecal de drogas que neutralizam o TNF ou que evitam
a ativacio de células da micréglia melhoram a hipernocicep¢io induzida pela AIA 02,
Corroborando esses resultados, em um modelo de artrite induzida por colageno, a reversao da
hipernocicepg¢ao persistente foi produzida pela inibigdo da ativagdo da microglia e de astrocitos
ap6s a administragdo intratecal de minocicllina ou pentoxifenilina, respectivamente '®!. Em
contraste, nos verificamos que o desafio intra-articular com uma dose de 10pug de mBSA no
joelho de animais previamente imunizados foi insuficiente para produzir um aumento na

expressdo génica de TNF, Ibal ou GFAP no CDME apo6s a fase resolutiva na AIA. Porém,
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durante esse mesmo periodo, a inje¢do intratecal de etanercept provocou uma diminui¢do da
resposta nociceptiva. Entdo, consideramos a possibilidade de que os receptores para TNF
estariam sendo ativados no corno dorsal por ligantes provenientes de fontes ndo medulares. Isso
justificaria a redugao da resposta nociceptiva induzida pela injecao intratecal de etanercept, que
estaria neutralizando o TNF de fontes secundarias e, consequentemente, impedindo a ligagdo
dessa citocina a seus receptores na medula espinhal. No entanto, ainda que os receptores de
TNF possam influenciar o grau de excitabilidade de células sensoriais presentes no CDME
durante a dor inflamatdria %2, niio observamos qualquer alteragdo no nivel de expressio de
TNFR1 ou TNFR2 nessa regido. Dessa forma, uma vez que o etanercept injetado pela via
intratecal ndo poderia ter exercido seus efeitos antinociceptivos no CDME, nds acreditamos
que ele tenha neutralizado o TNF observado no DRG ap6s a resolucao da inflamacdo. Apesar
da rota de administragdo intratecal ser tradicionalmente usada para dar acesso a medula espinhal
17 moléculas injetadas por esse via se espalham pelo espaco subaracnéideo e alcancam as
estruturas do ganglio sensorial ®*1%% Logo, o TNF produzido no DRG parece ter sido de fato
o responsavel pelo desenvolvimento da hiperalgesia articular persistente nos animais
submetidos a AIA.

A regido rica em corpos celulares do DRG ¢ extensivamente vascularizada '». Os vasos
dessa regido sdo fenestrados e expressam um padrao de proteinas de oclusdao que conferem ao
DRG uma grande permeabilidade para diferentes compostos, de baixo ou alto peso molecular
1657167 Essa propriedade vascular do DRG foi confirmada por nossos experimentos. Nos
constatamos que o azul de Ivan sistemicamente administrado alcanga a regido rica em corpos
celulares do DRG 8 dias ap6s a indugdo da AIA. A manutencao dessa permeabilidade durante
o periodo em que o TNF est4 elevado no DRG pode oferecer uma vantagem importante para o
tratamento da dor persistente, que ¢ frequentemente observada em pacientes artriticos. De fato,
drogas que sdo administradas sistemicamente podem penetrar e se acumular no DRG %,
transformando esse 6rgo sensorial em um potencial alvo farmacoldgico '2*. Nessa perspectiva,
nossos experimentos sugerem que a administracao sistémica de etanercept, um farmaco
amplamente utilizado na clinica, foi capaz de neutralizar o TNF presente no DRG apoés a
resolucdo da resposta inflamatdria no joelho. Essa suposi¢do ¢ proveniente da observagdo de
que a injecdo subcutanea de etanercept diminuiu gradualmente a intensidade da resposta
nociceptiva nos animais acometidos pela AIA. Além disso € possivel afirmar que o efeito

antinociceptivo do etanercept ndo foi um produto de sua atividade na articulagdo afetada. Isso
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se deve ao fato de que a droga foi administrada 7 dias ap6s a inducdo da AIA, quando ja ndo
havia qualquer sinal de inflamacao no joelho desafiado com mBSA.

Apesar do CDME nao ter apresentado qualquer mudanca na expressao de Ibal, GFAP
ou TNF, nés observamos um aumento na adesao de leucdcitos na microvasculatura da regiao
posterior da intumescéncia lombar. Considerando que a raiz dorsal do DRG penetra na medula
espinhal em uma regido proxima aquela que foi analisada por microscopia intravital,
acreditamos que a neuroinflamagao que se desenvolveu no ganglio sensorial possa ter exercido
alguma influéncia sob a ativagdo vascular na medula espinhal. Esse achado pode ascender
algumas hipodteses sobre a sequéncia de eventos neuroimunes que geram o desenvolvimento da
sensibilidade espinhal. Porém, a caracterizacdo desse fendmeno deve ser melhor investigada.

Sumarizando, n6és mostramos que o DRG desenvolve em seu microambiente uma
condicdo inflamatoria transiente, com aumento da expressdo génica de diversas citocinas.
Aparentemente, esse status inflamatoério no DRG parece influenciar no aumento sutil da
atividade na microvasculatura presente na medula espinhal. Além disso, nosso principal achado
demonstra que a sensibilidade articular persistente observada na AIA ¢ associada ao aumento
da expressdo de TNF e da expressdo génica do seu receptor TNFR2 no DRG. Essas alteragdes
representam um mecanismo intrinseco do DRG, capaz de induzir a manuten¢do da hiperalgesia
articular sem que haja qualquer sinal de inflamacdo no joelho acometido. Esse evento se
desencadeia de forma independente da ativagdo de células da microglia e da participagdo do

TNF no CDME.
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7. CONCLUSAO

O TNF expresso do DRG-L4 atua no processo de manutencao da hiperalgesia articular

apos a resolucdo da resposta inflamatéria no modelo de AIA.
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disorders, asthma, arthritis, and periodontal
discase [ 1-4]. In this way, after climination of the
stimulus that induced inflammation, the process
known as resolution of inflammation must
dampen this first inflammatory phase and pro-
motes some Key activities to restore the homeo-
stasis of the inflamed tissue or organ. For a long
time, the resolution of inflammation has been
considered a passive process, conducted by the
simple removal/buffering of pro-inflammatory
mediators, However, the current understanding
regards this endogenous phenomenon as an
active process 5], guided by the action of pro-
resolving mediators to equilibrate and provide a
physiological response [6]. To better understand
which pro-resolving mediators are involved and
how they act during the resolution of inflamma-
tion, it is important to emphasize the difference
between anti-inflammatory  and  pro-resolving
mediators, Anti-inflammatory mediators contrib-

Cardinal  pmnN Mo
signs

ute to blocking leucocyte recruitment, as well as
reducing endothelial activation and vascular per-
meability (Fig. 1) [2, 5. 7). On the other hand, a
pro-resolving action involves altering the pro-
gression of an established inflammatory process
in a clinically relevant manner by releasing
endogenous mediators, affecting either signalling
cascades or cellular interactions, and acting as
inflammatory switches to promote resolution [8].

According to the consensus among renowned
researchers studying the resolution of inflamma-
tion, certain criteia have been established to
define a mediator as a pro-resolving factor. In
brief, pro-resolving mediators can induce and acti-
vate important events during resolution, including:
(1) the cessation of effector leukocyte infiltration,
(2) regulation of chemokine and cytokine levels,
(3) switch-off of signalling pathways associated
with leukocyte survival and the induction of apop-
tosis, (4) induction of apoptotic neutrophil effero-

Fever Remission of fever

Redress Removal of inflammatory stimli

Edema Restoration

Pain Relief of pain

Loss of function Regeneration

Block PMN recruitment Apoprosis

Stop leukocyte-endothekal interactions Efferocytosis

Reduces vascular Permeability Reduces pain
Removal of inflammatory debris

Fig. 1 The inflammatory process. At the onset of acute
inflammation, cardinal signs occur  (fever, redness,
ocdema, pain, and loss of function), Polymorphonuclear
cells (PMNs) are g the first responders during an
acute inflammatory respoase, followed by macrophages.
The first cellular hallmark of tissue resolution is an anti-
inflammatory response  that blocks  additional PMN
recruitment. The resolution phase is an active process

involving the removal of inflammatory stimuli and
improvement of cardinal signs, and the returm to homeo-
stasis. This occurs due to pro-resolving actions such as
apoptosis, efferocytosis, and the removal of inflammatory
debris. Inadequate or insufficient resolution results in
chronic mflammation, excessive tissue damage, and dys-
regulation of tissue healing, which can lead to fibrosis and
loss of function
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PROTEINS LIPIDS GASEOUS MEDIATORS AND H202  PURINE ~ NEUROMODULATORS
AA EPA DHA ADENOSINE NETRIN-1
HYDROGEN SULPHIDE ACETYLCHOLINE
CARBON MONOXIDE
NITRIC OXIDE
ANNEXIN-AL LIPOXIN  E-SERIES  D-SERIES RESOLVIN
MELANOCORTINS RESOLVIN PROTECTIN
CHEMERIN MARESIN
GALECTINS

General action:

*REGULATION OF THE CHEMOKINES AND CYTOKINES PRODUCTION
*CESSATION OF THE INFLAMMATORY LEUKOCYTE RECRUITMENT
*INDUCTION OF LEUKOCYTE APOPTOSIS
*INDUCTION OF EFFEROCYTOSIS AND REPROGRAMMING OF
MACROPHAGES
*INDUCTION OF TISSUE REPAIR AND HOMEOSTASIS

Fig.2 The pro-resolving mediators: The pro-resolving
molecules activate intracellular pathways that terminate
inflammation and promote the restoration of homeostasis
in damaged tissues by regulation of the chemokines and
cytokines production, cessation of the inflammatory leu-
kocyte recruitment, induction of leukocyte apoptosis,

cytosis by macrophages, (5) reprogramming of
macrophages from classically activated to alterna-
tively activated, and (6) stimulating the production
of anti-inflammatory mediators for tissue repair
and regeneration [2, 9-14] (Fig. 2).

This active process guided by pro-resolving
mediators has two important implications,
according to the perspective of Perretti and col-
leagues in the review “Immune resolution mecha-
nisms in inflammatory arthritis” published in
2017 [15]. First, chronic inflammation could
result from inadequate resolution rather than an
exacerbated response  during the  pro-
inflammatory phase. Second, the emerging path-
ways and molecules that govern the resolution
processes create interesting therapeutic possibili-
ties to manage chronic inflammatory diseases.
The latter implication subverts the current man-
agement of inflammatory diseases that mainly
focus on the pharmacological inhibition of key
pro-inflammatory mediators [16], and provides
new insight to pharmacological-based modula-
tion of resolution activity through endogenous
resolving mediators [10].

induction of efferocytosis and reprogramming of macro-
phages. Among the diversity of molecules that comprise
this endogenous system, this figure will introduce bioac-
tive lipids, proteins and peptides, gaseous mediators,
purines, neuromodulators, and reactive oxygen species
(ROS)

As such, emerging classes of pro-resolving
mediators have been shown to be associated with
the initiation and orchestration of the resolution
of inflammation. These molecules activate intra-
cellular pathways that terminate inflammation
and subsequently promote the restoration of
homeostasis in damaged tissues [17]. Among the
diversity of molecules that comprise this endog-
enous system, this chapter will introduce bioac-
tive lipids, proteins and peptides, gaseous
mediators, purines, neuromodulators, and reac-
tive oxygen species (ROS) [2, 10, 18] (Fig. 2).
Next, the roles of these major pro-resolving mol-
ecules in the context of resolution of inflamma-
tion will be discussed.

2 Pro-resolving Mediators
2.1 Bioactive Lipids
During adverse conditions, such as tissue injury

or pathogen invasion, essential polyunsaturated
fatty acids (PUFAs) are released from the phos-
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pholipids of cell membranes and used to synthe-
size inflammatory mediators that trigger vascular
and cellular events to the inciting stimulus [19,
20]. However, during inflammation the synthesis
of PUFA-derived pro-inflammatory mediators
switches to the synthesis of PUFA-derived pro-
resolving mediators, namely specialized resolv-
ing mediators (SPMs), resulting in the activation
of the resolution program [3, 22, 23, 273, 405].
These SPMs are formed by biosynthetic path-
ways that convert the essential PUFA arachidonic
acid (AA) to lipoxins (LXs) [24, 25], omega-3-
derived eicosapentaenoic acid (EPA) to E-series
resolvins, as well as docosahexaenoic acid
(DHA) to D-series resolvins, protectins [52, 405]
and maresins [21].

Next, we will discuss the synthesis, mainly
cellular sources and receptors of pro-resolving
mediators, as well as some examples of how
these molecules push on resolution process.

2.1.1 Lipid Mediators Derived
from Arachidonic Acid (AA):
Lipoxins
At the onset of inflammation, the enzymatic con-
version of AA is initiated to synthesize several
lipid mediators, such as leukotrienes, prostaglan-
dins, and thromboxanes [2]. These eicosanoids
elicit pro-inflammatory activities, resulting from
an increase in vascular permeability and leuco-
cyte recruitment [2].

Lipoxygenase-interacting products, or lipox-
ins, are unique compared to pro-inflammatory
eicosanoids, and are the first bioactive lipids
proven to have anti-inflammatory and pro-
resolving activities [404]. Their production by
lipoxygenase (LO)-dependent biosynthetic path-
ways occurs in different cellular types and
requires a sequence of steps (for more details, see
Serhan [404]). In macrophages, dendritic cells
(DCs), epithelial cells, eosinophils and mono-
cytes; [28-30, 404], AA is converted (by the oxy-
genation of AA in the C15 position) to 15-HpETE
through 15-lipoxygenase (15-LO) action. In leu-
kocytes, 5-LO transforms this compound to
DIH(p)ETE, and subsequently to 5(6)-epoxytet-

raene [24, 30, 31, 404]. Lastly, specific hydro-
lases catalyse the step to form lipoxin A (LXA,)
or its positional isomer lipoxin B, (LXB,) [31,
404].

The interaction between neutrophils and plate-
lets provide another mechanism of lipoxin syn-
thesis. In summary, leukotriene A, (LTA,) derived
from 5-LO-AA-dependent conversion in neutro-
phils serves as the substrate to the 12-LO to pro-
duce LXA, and B, in platelets [32-34, 402, 404].
Cyclooxygenase 2 (COX-2) acetylation by aspi-
rin, which leads to the inhibition of PG and TX
synthesis, also promotes the conversion of AA to
15R-HETE in endothelial cells. Likewise, this
intermediate can also be synthesized by cyto-
chrome P450 enzymes [36, 37]. Subsequently,
5-LO acts on 15R-HETE to form 15-epi-lipoxins
(A4 or By; aspirin-triggered LX (ATL) [30, 31,
35,37, 404].

The reported pro-resolving effect of LXs and
ATLs (as well as annexin A1 (AnxAl) is medi-
ated through the activation of the formyl peptide
receptor 2 (FPR2; also known as the lipoxin A,
receptor (ALX) [38]. The FPR2/ALX receptor, a
member of the formyl peptide receptor family
(FPR), is a promiscuous G protein-coupled
receptor that is activated by lipids and peptides,
triggering distinct ligand-dependent signalling
pathways [31, 39, 40]. FPRL2/ALX detection
has been reported in several cell types, such as
neutrophils, monocytes, macrophages, eosino-
phils, T cells, epithelial cells, and fibroblasts [38,
41-47].

The FPR2/ALX as an emergent master recep-
tor of inflammation resolution [403]. This con-
cept could raise new promising perspectives in
the development of FPR2/ALX- mediated reso-
lution agonists for pharmacological modulation
of several inflammatory conditions [48, 403].

For example, in mice LX-activated FPR2/
ALX were found to regulate inflammatory medi-
ators and stimulate IL-10 production [48]. A
summary of important pro-resolving responses in
generated by LX-activated FPR2/ALX during
experimental models as well in human cells are
provided in Table 1.
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Table 1 Main pro-resolving actions of Lipoxins related to resolution of inflammation
Bioactive lipids | Action Disease or experimental model References
Lipoxins (Lxs) Reduce inflammation-induced pain Carrageenan-induced [233]
hyperalgesia
Decrease the number of neutrophils or their Monocyte/neutrophil [234]
infiltration culture; Dermal inflammation; [384]
Human skin blister; Peritonitis [235]
induced by Zymosan; Skin ulcers | [236]
[237]
Decrease eosinophil infiltration Human eosinophils culture [238]
Stimulate the expression of anti-inflammatory Human neutrophils culture [239]
and pro-resolution genes
Decrease inflammatory mediators Synovial fibroblasts culture; [240]
Skin ulcers; Murine air pouches; | [385]
Ischemia and reperfusion; [47]
Leukocytes culture 48]
[237]
Decrease leucocytes, degranulation from mast Mice allergic inflammation [241]
cells and eosinophils, and promote a protective
effect in the different strati of the airway
Stimulate IL-10 production Ischemia and reperfusion [48]
Increase noninflammatory monocyte infiltration | Human monocytes culture [386]
Stimulate efferocytosis Human monocytes and [242]
neutrophils culture [243]
[244]
Demonstrate a protective role Human bronchial epithelial cell [245]
culture; Suplementation of [387]
transgenic rabbits
Lipoxin A4 The lipoxin A4 analogue decreases pro- Neuroinflammation after [246]
analogue inflammatory cytokines, increases microglial/ ischemic stroke
(BML-111) macrophage cell populations and protects
against neuroinflammation

2.1.2 Lipid Mediators Derived
from Omega-3 Fatty Acids

Lipid Mediators Derived

from Eicosapentaenoic Acid (EPA): E-Series
Resolvins

E-series resolvins (resolution phase interaction
products, Rv) are bioactive lipids derived from
EPA [405]. Both EPA and DHA are PUFAs
obtained from the diet (eg. from fish oils), as the
human body cannot produce them naturally [22,
49, 50]. EPA-derived SPMs were the first media-
tors identified in inflammatory exudate, and their
resolving action includes the decrease of leuko-
cyte recruitment and decrease in the magnitude
of inflammatory responses (refer to [S1, 405]).
The E-series resolvin family consists of RVEI,
RvE2 and RvVE3 [50]. The synthesis of these
mediators involves EPA conversion by acetylated

COX-2 to 18(R) hydroxyEPA (18(R)HEPE) in
endothelial cells from the vasculature, and subse-
quent conversion to RvVE3 due to the action of
15-LO in leukocytes [30, 52, 53, 55, 56, 58] or to
RvVE1 and RvE2 by 5-LO in leukocytes [26, 30,
50, 51, 53, 57, 58]. Cytochrome P450 also con-
verts EPA to 18(R)HEPE [50, 53, 407]. Several
authors have demonstrated that the expression of
biosynthetic enzymes responsible for RVE gen-
eration lead to low RVE levels in normal tissue,
and increased levels during acute inflammation
[50, 59-62]. These described pathways have
been observed in neutrophils to produce RvE]
and RvE2 [63], and in eosinophils to produce
RVE3 [55, 56].

The pro-resolving and anti-inflammatory
effects of RVE1 and RvE2 are mediated by calcito-
nin gene-related peptide (CGRP) chemerin recep-
tor 23 (Chem23), also called chemokine-like
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receptor 1 (CMKLR1) and leukotriene B, (LTB,)
receptor (BLT1) [3, 30, 54, 64, 65]. However,
RvVEl is a partial agonist to BLT1, and RvE2, a
partial agonist to Chem23 [3]. Isobe et al. [406]
suggest that there might be a high-affinity receptor
to RVE3 in neutrophils because, although RvE3
presents an inhibitory effect in neutrophil chemo-
taxis, its interaction with LBT1 does not explain
this effect [56]. Thus, it is necessary to identify the
receptor mediating the effects of RVE3.

Both receptors, Chem23 and BLT1, have been
detected in several tissues and cell types. Chem23
is found in the testis, prostate, heart, aorta, liver,
kidney, liver, lung, brain, and gastrointestinal
organs [51]. Moreover, this receptor has been
detected in monocytes, macrophages, microglia,
neurons of the dorsal root ganglia (DRG), DCs,
CD4* lymphocytes, natural killer cells, platelets,
intestinal epithelial cells, as well as endothelial
and vascular smooth muscle cells [50, 64, 6669,
406]. The BLT1 receptor is expressed in eosino-

phils, neutrophils, monocytes, and T cells [50,
54, 70].

Important pro-resolving actions that occur fol-
lowing signal transduction induced by RVE
receptor activation during experimental models
as well in human cells, for example, the neutro-
phil resolvin E1 promotes phagocytosis or effero-
cytosis in type 2 diabetes in mice, and elevates
anti-inflammatory mediators [71]. Others pro-
resolving actions are described in Table 2.

Lipid Mediators Derived

from Docosahexaenoic Acid (DHA):

D-Series Resolvins, Protectins

and Maresins

DHA is a precursor in the synthesis of D-series
resolvins, protectins, and maresins [72, 405]. The
anti-inflammatory, pro-resolving, and protective
roles of these emerging mediators has increased
interest for the development of new pharmaco-
logical strategies to treat many inflammatory

Table 2 Main pro-resolving actions of Resolvin E related to resolution of inflammation

Bioactive

lipids Action Disease or experimental model References
4Resolvin | Correlates with reduced Arthritis; Dorsal root ganglia neuron culture [247]

E (RVE) pain and neuronal [248]

sensitivity

Reduces neutrophil

Human neutrophil culture; Murine peritonitis; Murine dorsal | [249]

infiltration or its air pouch; Corneal HSV (Herpes simplex virus) infection [53]
accumulation [251]
[63]
[392]
Diminishes the expression | Human neutrophils culture; Murine peritonitis; Murine [63]
of pro-inflammatory dorsal air pouch; Corneal HSV infection; Allergen-initiated | [251]
mediators or their gene respiratory inflammation; Microglial cells culture; Suture- [393]
expression induced inflammatory corneal angiogenesis; Periodontitis [252]
[394]
[428]
Elevates anti- Corneal HSV infection [251]
inflammatory mediators
Promotes phagocytosis or | Human neutrophils culture; Murine peritonitis; Murine [7]
efferocytosis dorsal pouch; Murine acute lung injury; Dorsal air pouch [396]
[63]
[253]
[71]
Plays a protective role Ligature-induced periodontitis; P. gingivalis- induced [254, 255]
periodontitis; Bronchial asthma; Experimental diet-induced [256]
atherosclerosis [257]
[258]
Prevents platelet Human fresh venous blood [259]

aggregation
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conditions [403]. Below, a brief review regarding
the main features of these important DHA-
derived SPMs will be explored.

D-Series Resolvins (RvDs)

Sequential lipoxygenase-dependent reactions are
required to synthesize DHA- derived resolvins
(D-series). This bioactive lipid group is com-
posed of RvDI1, RvD2, RvD3, RvD4, RvD5 and
RvD6. For their endogenous synthesis, the first
reaction is catalysed by 15-LO to form 17-(S)
HpDHA from DHA. This product undergoes
subsequent reactions catalysed by either 15-LO
or 5-LO. First, the 17-(S) HpDHA is oxygenated
in the C7 position, producing RvD5 or a 7S-8S-
epoxide precursor. The 7S-8S-epoxide is then
converted to RvDIl and RvD2 by enzymatic
hydrolysis. Second, 17-(S) HpDHA is oxygen-
ated in the C4 position, producing RvD6 or a 4,5-
epoxi precursor. Moreover, in the presence of
acetylated COX-2, the DHA conversion gener-
ates 17-(R) HpDHA, followed by the formation
of RvD positional isomers (AT-RvDI1-6) via
5-LO (for more details, refer to [30, 51, 73]). The
biosynthesis of some RvDs has been shown to
occur in inflammatory exudates and in a murine
model of ischemic stroke [52, 75, 76], as well as
in human glial cells, neutrophils, and whole
blood samples [75, 97]. More recently, RvDI,
RvD3, and RvDS5 were found to be present in the
synovial fluid from arthritic patients [77, 78],
similar to other SPMs (for more details, refer to
[15]). In addition, Chatterjee et al. [79] demon-
strated that in human intact arteries incubated
with DHA, saphenous vein endothelial cells and
vascular smooth muscle cells can also produce
RvDs.

Evidence from that literature has supported
that the RvD1 receptor (DRV 1/GPR32), DRV2/
GPR18 and FPR2/ALX CGRP receptors can be
activated by RvDs. DRVI/GPR32 has been
detected in monocytes and neutrophils [80, 81]
and is activated by RvD1 [3, 15, 51, 57, 80, 81,
82], RvD3, and RvD5 [3, 50, 83, 84]. DRV2/
GPR18 expressed in neutrophils, monocytes, and
macrophages [4, 85], is activated by RvD2 [15,
51, 81]. The interaction between DRV2/GPR18
and RvD2 has been confirmed in several trans-

genic mouse studies [3, 85-87]. Activation of the
FPR2/ALX-mediated pro-resolving effect is ini-
tiated by RvD1 [3, 15, 50, 80]. The specific
receptor involved in RvD4 and RvD6 signal
transduction that triggers the pro-resolving effect
remains to be discovered [50]. In Table 3, impor-
tant pro-resolving effects of RvDs during experi-
mental models as well in human cells have been
described.

Protectins (PDs)

As suggested by the name, protectins (docosatri-
enes derived from DHA) are SPMs that present
with not only pro-resolving features but also pro-
tective properties [76, 88, 89, 405]. Frequently
identified in the neuronal system, this DHA-
derived lipid exerts beneficial protection at this
location [76, 88-90, 405]. Moreover, as expected,
PDs play an important role in controlling the
duration and magnitude of inflammatory
responses [51, 91].

The first enzymatic reaction of protectin syn-
thesis is the 15-LO-dependent conversion of
DHA into 17-(S) HpDHA. Next, this intermedi-
ate undergoes enzymatic epoxidation, forming
16,(17)-epoxy-docosatriene, ~which is then
hydrolysed to produce PDs [51, 73, 88]. From
this biosynthetic pathway, two bioactive lipids,
PD1 and PD2, can be formed [92].

Originally identified in murine brain cells and
human microglial cells [52], PD1 (10,17(S) doc-
osatriene) is termed neuroprotectin when detected
in neuronal tissue [73, 88, 405]. However, PD1 is
reported to be synthesized in murine exudate,
brain and, human airways, microglial cells and
retinal pigment epithelium, as well as in monono-
cyte and CD4* T cells, neutrophils, and eosino-
phils [52, 55, 74, 76, 88, 89, 93, 94, 95].
Furthermore, omega-3 fatty acid supplementa-
tion has been shown to increase protectin levels
in rat placenta [96].

PD1 is related to the promotion of several pro-
resolving responses by affecting various cell
types [51, 73]. For example, PD1 stimulates the
phagocytosis of apoptotic cells by macrophages
[7], and reduces cytokine production by glial
cells [97], in addition to helping protect retinal
pigment epithelium [89] and triggering a response
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Table 3 Main pro-resolving actions of Resolvin D related to resolution of inflammation

Bioactive
lipids Action Disease or experimental model References
Resolvin Presents antinociceptive Complete Freund’s adjuvant (CFA) induced hind paw [260]
D (RvD) action or decrease in inflammation; CFA-induced inflammatory pain and [261]
allodynia arthritis; Chronic pancreatitis-induced chronic pain [262]
[263]
Limits or blocks Peritonitis; Murine zymosan-initiated peritonitis; [395]
neutrophil migration Neutrophils and monocytes culture; Lung infection [85]
[429]
Decreases pro- Mpp+- Induced Parkinson Disease in vitro; Dextran sulfate [264]
inflammatory mediators sodium (DSS)-induced colitis; Chronic pancreatitis-induced [261]
or their gene expression chronic pain; Human monocytes and macrophages culture; [265]
Streptozotocin (STZ)- induced diabetic retinopathy; [266]
Microglial cells culture; Abdominal aortic aneurysm [267]
[252]
[397]
Increases the anti- Human monocytes and macrophages culture [265]
inflammatory mediators
Increases M2 Human monocytes and macrophages culture; Abdominal [265]
macrophages aortic aneurysm [397]
Stimulates macrophage Microbial- initiated peritonitis; Murine dorsal skin pouches; | [84]
phagocytosis or Neutrophils and monocytes culture; Peritonitis; Ischemia [80]
efferocytosis reperfusion injury; Cecal ligation and puncture; [83, 395]
(4]
[85]
Presents a protective role | Murine Zymosan- initiated peritonitis; Neutrophils and [85]
monocytes culture; Cecal ligation and puncture; STZ- [4]
induced diabetic retinopathy [267]

in eosinophils [95] and T cells [98]. Moreover,
Marcheselli et al. [74] have demonstrated that
PD1 binds with a high affinity at the neutrophil
surface. However, a specific PD1 receptor is not
well known [99], and a detailed characterization
needs to be elucidated [81]. The protective, anti-
inflammatory, and pro-resolving actions of pro-
tectin during experimental models as well in
human cells have been shown in Table 4.

Maresins (MaRs)

Maresins (macrophage mediators in resolving
inflammation; MaRs) are macrophage-derived
resolution mediators with pro-resolving, anti-
inflammatory, and regenerative roles [81, 83,
100, 101, 409]. The main cellular source of these
particular DHA-derived SPMs are macrophages
[3, 15, 57, 99, 101, 409]. Moreover, Abdulnour
et al. have demonstrated that MaR1, a MaR fam-
ily member, can originate from platelet/neutro-
phil interactions [102].

The biosynthetic pathway to MaR generation
incorporates 12-LOX-dependent lipoxygenation
of DHA, yielding the 14-(S) HpDHA precursor
[57, 26]. This product undergoes subsequent
oxygenation at the omega-1 position to produce
MaR3, or is converted to 13S,14S-epoxy-
maresin following soluble epoxy hydrolase
action to generate MaR1 or MaR2 [83, 101,
410]. MaR1 synthesis can also occur via plate-
let/neutrophil interactions in the vasculature
[102]. This biosynthetic pathway begins in the
platelets, with 12-LOX-dependent production
of 13S,14S-epoxy-maresin from DHA, and fin-
ishes with MaR1 production in neutrophils
[102]. Hong et al. also identified the production
of maresin-like (L)1 and maresin-L2 via plate-
lets and/or leukocytes [103]. Of note, the
13S,14S-epoxy-maresin intermediate also con-
tributes to potent pro-resolving mechanisms—
for example, blocking the hydrolase that
synthesizes LTB, [410].
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Table 4 Main pro-resolving actions of protectins related to resolution of inflammation
Bioactive lipid | Action Disease or experimental model References
Protectins Improve pain Acute and persistent inflammatory pain induced by [268]
(PDs) CFA or formalin
Inhibit neutrophil infiltrate Middle cerebral artery occlusion and reperfusion; [76]
Human neural progenitor cells in primary culture; [269]
Murine peritonitis; Kidney ischemia/ reperfusion [270]
model [408]
Prevent eosinophil Allergen-initiated respiratory inflammation [95]
recruitment
Decrease pro-inflammatory Middle cerebral artery occlusion and reperfusion; [52]
mediators or their gene Human neural progenitor cells in primary culture; [98]
expression Murine peritonitis; Allergen-initiated respiratory [269]
inflammation; Concanavalin A- induced hepatitis; [95]
Corneal HSV infection; Human T cells culture; [76]
Murine peritonitis [250]
[271]
Increase anti-inflammatory Corneal HSV infection; [430]
IL-10 diabetes mouse model [103]
Increase macrophage Leukocytes cell culture [408]
efferocytosis
Stimulate tissue protection, Middle cerebral artery occlusion and reperfusion; [76]
specifically neuroprotection Human neural progenitor cells in primary [89]
culture; Ischemia-reperfusion model; Alzheimer [90]
disease; [270]
Human ARPE-19 cell culture; [95, 398],
Kidney ischemia/reperfusion model; Allergen- [272],
initiated respiratory inflammation; Transient middle [399, 400]
cerebral artery model (experimental stroke); Human
retinal pigment epithelial

All three MaR family members can stimulate
anti-inflammatory and pro-resolving responses at
low-range levels [104], including several effects
that benefit tissue regeneration, healing, and pain
[22, 57, 100]. Nevertheless, there is no mention
concerning which specific receptor is activated
by MaRs [99]. The pro-resolving effects of MaRs
during experimental models as well in human
cells can be seen in Table 5.

2.2 Proteins and Peptides

2.2.1 Annexin A1

In the 1980s, many researchers studied the mech-
anisms of inflammatory response reduction
mediated by glucocorticoids (GCs). They found
that the inhibition of AA release following GC
treatment was dependent on the production of an
inhibitory protein that was first named lipocortin-1

[105]. This protein, today known as annexin Al
(AnxAl), is a 37-kDa calcium-dependent
phospholipid-binding protein that belongs to the
annexin protein superfamily [1, 105].

AnxAl is expressed in various cell types,
including epithelial cells (gut, lung, and skin)
[106, 107], endothelial cells [108], synoviocytes
[109], fibroblasts [27, 110, 111], and skeletal
muscle [112], as well as neutrophils, monocytes,
mast cells, and macrophages [107, 113, 114].
AnxAl is also present in biological fluids such as
seminal fluid and plasma [115]. In resting cells
that can produce AnxAl, there are elevated cyto-
plasmic levels of AnxAl that can be quickly
externalized and/or secreted following activation.
Cellular activation causes the relocation of
AnxAl to the outside of the plasma membrane in
a calcium-dependent manner. The increase in
extracellular Ca®* can also change the conforma-
tion of AnxAl, resulting in its activation [114].
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Table 5 Main pro-resolving actions of maresins related to resolution of inflammation

Bioactive lipids | Action Disease or experimental model References
Maresins (MaRs) | Diminish inflammatory pain Capsaicin- induced spontaneous [100]
pain
Limit neutrophil chemotaxis, adhesion or Isquemia-reperfusion; [100]
infiltration Peritonitis [101]
[411]
Stimulate efferocytosis or phagocytosis. Zymosan-induced peritonitis; [401]
Enhance Kupffer cell phagocytic capacity*. | Escherichia coli- induced [100]
peritonitis; Ischemia- reperfusion; [411]
Obesity-induced nonalcoholic fatty | [101]
liver disease [274, 275]
Increase regulatory T cells and decrease the | Allergic inflammation [276]
production of IL-5 and IL-13
Promote regeneration or healing Planaria fluorescent lectin- [100]
conjugated stainin; [411]
Ischemia-reperfusion
Induce macrophage polarization towards an | Genetic (0b/ob) obese mice [277]
M2 phenotype
Revert pro-inflammatory cells and Mouse glomerular mesangial [278]
pro-fibrotic effects induced by high glucose | cell culture
in mouse glomerular mesangial cells
Enhance platelet aggregation and spreading, | Human platelets spreading [279]
and suppress the release of pro-
inflammatory and prothrombotic mediators.
These are important events for the resolution
of inflammation in cardiovascular diseases
Prevent atheroprogression, suggesting that High-fat diet [280]
MaR1 represents an innovative strategy to
resolve arterial inflammation

After transport to the extracellular space, AnxAl
interacts with its receptor, FPR2/ALX (already
been detailed in the section “Bioactive lipids”),
and can exert autocrine, paracrine, or juxtacrine
effects [92, 114, 116].

The AnxAl pathway is modulated by GCs
that have overlapping activities in the regulation
of inflammatory responses. GCs induce ANXA1
gene expression and stimulate the release of
protein to the extracellular medium [117].
An increase in FPR2/ALX expression occurs
12-24 h after human monocyte incubation with
dexamethasone or other synthetic glucocorti-
coids [118].

In this context, AnxAl has emerged as a
potent pro-resolving mediator, regulating the
inflammatory response through a variety of meth-
ods, such as the modulation of pro-inflammatory
mediator production, as well as stimulating the
release of immunosuppressive and pro-resolving
molecules [2, 412]. In Table 6, the pro-resolving

effects of annexin-A1l during experimental mod-
els as well in human cells are described in detail.

2.2.2 Melanocortins
Melanocortins, which include adrenocortico-
tropic  hormone (ACTH), o-melanocyte-
stimulating hormone (a-MSH), B-MSH, and
v-MSH, are peptides derived from the cleavage
of pro-opiomelanocortin (POMC) [119-121].
POMC is mainly found in the central nervous
system, but is also present in smaller amounts at
other sites, including the skin, spleen, lungs, gas-
trointestinal tract, genitourinary tract, adrenal
gland, thyroid gland, and immune cells (such as
lymphocytes and monocytes) [119, 120, 122].
There are five transmembrane G protein-
coupled receptors related to the activation of the
melanocortin pathway (abbreviated MCIR to
MCS5R). All melanocortin peptides can bind to
MCIR, MC3R, MC4R and MC5R, but with
varying affinities. On the other hand, the MC2
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Table 6 Main pro-resolving actions of Annexin-Al related to resolution of inflammation
Protein Action Disease or experimental model References
Annexin-Al | Inhibits neutrophil recruitment Zymosan-induced neutrophil rolling, [281]

adhesion, and emigration model; [282]
Human neutrophils cell culture; [283]
Peripheral blood PMN cell culture; [284]
Murine air-pouch; Murine [92]
peritonitis; Murine ischemia [285]
reperfusion; Human umbilical vein
endothelial cells culture; Skin edema
induced by fMLF; Paw edema induced
by carrageenan

Induces apoptosis of inflammatory cells Rat pheochromocytoma (PC12) cells [286]
culture; Rat thymocytes culture; Rat [287]
pheochromocytoma cell culture; U937 [288]
cell culture; [289]
Mammary glands of adult rats; [290]
BZR cell culture; Human PMN cell [117]
culture; LPS-induced pleurisy model [219, 388]

Stimulates efferocytosis of apoptotic Human monocyte-derived macrophages | [291]

neutrophils by macrophages (Mphi) cell culture; Mice Bone Marrow [292]
derivated macrophage cell culture; LPS- | [388]
induced pleurisy model

Elevates cAMP, which in turn stimulates Human neutrophils cell culture; pleurisy | [232]

the pro-apoptotic program in neutrophils, | model

leading to the resolution of inflammation

Induces macrophage reprogramming Jurkat and THP-1 cells culture; Human [293]
Primary Neutrophils and Monocytes cell | [116]
culture; HEK 293 cell culture; [302]
Nonalcoholic steatohepatitis in mice [413]

Inhibits the inducible nitric oxide Nonalcoholic steatohepatitis in [294]

synthase (iNOS) enzyme mice; Microglial secondary culture [295]

Stimulates IL-10 release'- and inhibits Macrophage (J774) cell line culture; 11296] 2[48]

nitric oxide synthesis' Murine intestinal ischemia and
reperfusion

Reduces cerebral microvascular Middle cerebral artery occlusion and [297]

dysfunction and tissue injury associated reperfusion

with middle cerebral artery occlusion and

reperfusion by the reduction of pro-

inflammatory cytokine levels, rolling and

cell adhesion and attenuation of the

infarct volume

Contributes to the process of the healing Gastric mucosal injury [298]

of gastric mucosal damage

Regulates bleomycin-induced lung Bleomycin-induced lung fibrosis model | [299]

fibrosis and inflammation
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Table 6 (continued)

Protein Action Disease or experimental model References
Annexin-Al | Contributes to skeletal muscle tissue Mouse myoblast cell culture and In [391]
regeneration vitro Wound-healing Assay
Contributes to the resolution of cerebral Murine model of endotoxin-induced [300]

inflammation in sepsis, reducing rolling
and adhesion leucocytes in cerebral
venules

cerebral inflammation by
intraperitoneal injection of LPS

Binding to a novel intestinal epithelial
FPR promotes mucosal wound repair by
the activation of focal adhesion kinase and
paxillin

Human intestinal epithelial cells [301]
culture, mechanical colonic mucosal
wounds in mice by colonoscopy and
culture of human intestinal cell of
patients with ulcerative colitis

Release of AnxAl by hepatic
macrophages modulates hepatic
inflammation and fibrogenesis during
nonalcoholic steatohepatitis progression.

1. Murine model of nonalcoholic [302]
steatohepatitis

Reduces atherosclerotic plaque formation.

Western Type Diet in LDLR-/- mice [303]
and intraperitoneal injection of Human
recombinant annexin Al (hr-anxA1)

Promotes timely resolution of
inflammation in murine gout by reducing
neutrophil influx, IL-1p and CXCL1
production in the periarticular joint,
hypernociception and improving articular
injury.

2. Murine model of acute gout [304]

Contributes to the resolution of
inflammatory responses during
Leishmania braziliensis infection.

L. braziliensis-infected BALB/c mice [228]

receptor interacts only with ACTH [119, 120,
122, 123]. The melanocortin 1 receptor (MC1R)
participates in skin and hair pigmentation, and
contributes to immune cell regulation [124]. This
receptor is considered the classical melanocyte
o-MSH receptor and is expressed by fibroblasts,
cutaneous melanocytes, keratinocytes, endothe-
lial cells, and antigen-presenting cells. Mono-
cytes, macrophages, neutrophils, mast cells,
fibroblasts, DCs, astrocytes, and microglia also
express MCIR, contributing to the immune sys-
tem regulation realized by melanocortins [122,
414]. MC2R is expressed in the zona reticularis
and zona fasiculata of the adrenal gland, and
interacts only with ACTH in this organ, control-
ling the synthesis and release of GCs [122, 415].
This receptor was also found in adipose tissue,
likely mediating stress-induced lipolysis in
response to ACTH [125]. MC3R is expressed in
the central nervous system (CNSIt) and in several
peripheral tissues such as the placenta, gastroin-
testinal tract, and heart, as well as in human

monocytes and murine peritoneal macrophages
[119, 122, 126, 127]. This receptor also partici-
pates in immune system regulation [128]. MC4R
is expressed mainly in the CNS. MC4R contrib-
utes to hunger control, pain, and sexual health
[129, 416-418]. MCS5R is expressed in many
locations, such as the adrenal gland, adipocytes,
and leucocytes (including B and T- lymphocytes),
and can regulate lipid metabolism, exocrine func-
tion, and inflammatory activity [122, 123, 126].

The exact role of melanocortins in the resolu-
tion of inflammation remains unclear, but many
achievements have demonstrated significant anti-
inflammatory and immunomodulatory properties
of melanocortins during experimental models as
well in human cells as seen in Table 7.

2.2.3 Chemerin Peptides

Chemerin is a protein that was discovered and
described in 2003 as a natural ligand for
chemokine-like receptor 1 (CMKLRI1 or
chemR23), an orphan G protein-coupled recep-
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Table 7 Main pro-resolving actions of Melanocortins related to resolution of inflammation
Protein Action Disease or experimental model References
Melanocortins | Reduce pro-inflammatory cytokines, Lymph Node T cell culture; Myocardial [305]

including IL-1, IL-8, IL-6, TNF-a, infarction; Rheumatic disorders; [306]

IFN-y, and IL-17 Endotoxemia; HIV infection; TNF-alpha | [307]
activated human C-20/A4 chondrocytes [308]
culture; Urate crystal-induced monocyte [309]
activation and neutrophil responses [310]
in vitro; Peripheral blood mononuclear [311]
cells human culture; Psoriasis-like skin
inflammation

Increase the levels of anti- Human monocytes culture; T cell [389]

inflammatory cytokines such as IL-10 | culture; Macrophage-like RAW 264.7 [313]

and TGF-f cells culture; TNF-alpha activated human | [314]
C-20/A4 chondrocytes culture [310]

Inhibit the CD86'? and CD40? Human monocytes culture; Human '312]

co-stimulatory receptors peripheral blood-derived monocytes 2[315]
and dendritic cells culture

Inhibit NF-kappaB activation, which | Macrophage-like RAW 264.7 cells [316]

reduces pro-inflammatory mediators culture; U937 cell culture; Human [317]
melanocytes and melanoma cells [314]

Inhibit iNOS' and reduce NO Macrophage-like RAW 2647 cell culture; | '[318] '[314]

production'? Microglial cells culture; U937 cell 2[308]
culture

Reduce the expression of ICAM- Human keratinocytes culture; [319]

1,VCAM-1, and E-selectin Lipopolysaccharide-induced vasculitis [320]

An analogue of a-MSH, AP214, Gouty inflammation [321]

inhibits cell infiltration and cytokine

release and stimulates efferocytosis

Induce tolerogenic dendritic cells?> and | T cell culture; Psoriasis-like skin '1313]

immunosuppressive Tregs'?; suppress | inflammation 2[311]

the activation and proliferation of

effector T cells'?

Reduce chemoattractant activity for Urate crystal-induced monocyte [309]

neutrophils and expression of CD11b | activation and neutrophil responses

in these cells; reduce reactive oxygen | in vitro

intermediate production

tor, already detailed in the section “Bioactive lip-
ids” [65, 130, 131]. This protein was first named
tazarotene-induced gene 2 protein (TIG2) or reti-
noid acid receptor responder 2 (RARRES2),
since the anti-psoriatic synthetic retinoid tazaro-
tene used to treat psoriatic skin injuries was
shown to up regulate the chemerin gene [132,
133]. There are more than two receptors for
chemerin  binding—chemokine CC  motif
receptor-like 2 (CCRL2) and G protein-coupled
receptor 1 (GPR1)—of which chemR23 is the
main chemerin receptor, and is associated with
chemerin chemotactic action [133]. Chemerin
was initially isolated from inflamed biologic flu-
ids, such as rheumatoid arthritis synovial fluid
and ovarian cancer ascites [134, 135, 136]. This

protein is also released by several tissues and
organs, including the liver, spleen, lymph nodes,
epithelia, pancreas, lung, skin, platelets, adipose
tissue, and immune cells (as reviewed by [133]).

Chemerin is synthesized and secreted as a
precursor named prochemerin [137]. Human
prochemerin is synthesized by the removal
of a 20-aa hydrophobic signal peptide from
chemerin by an unknown protease, generating
a prochemerin that contains 143 aa (chem?'-'%%)
[137]. This prochemerin has little activity, but
can be converted into a fully active form by
proteolytic removal of the last 6 amino acids by
different proteases, such as elastase and cathep-
sin G (neutrophil-derived proteases), tryptase
(derived from mast cells), and proteases of the
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coagulation cascade [134-137, 139]. Based on
the cleavage in the C-terminal domain, different
chemerin peptide isoforms can be produced, pre-
senting either high activity when the peptide iso-
forms are chemerin-""" and chemerin-"°, or low
activity/inactivity, when the peptide isoforms
are chemerin-'*%, chemerin-'*°, chemerin-">* and
chemerin-'"? [137].

Traditionally, the production of bioactive
chemerin is mediated mainly by the serine prote-
ases cathepsin G (CG) and elastase (HLE), which
are released following neutrophil activation and
are responsible for producing chemerin-*" and
chemerin-'¢, respectively. These chemerins stim-
ulate chemokine production and recruitment of
macrophages and DCs [134, 135]. However,
some studies have now demonstrated the partici-
pation of other proteases in producing chemerin
peptides that regulate inflammation. Guillabert
and colleagues [138] showed the ability of the
neutrophil-derived serine protease proteinase 3
(PR3) to convert prochemerin into chemerin-'>>.
Moreover, these researchers found that chymase,
an enzyme present in mast cells, can convert
active chemerin-'" and chemerin-'* into
chemerin-'>. Neither chemerin-'> produced by
PR3 of neutrophils nor chemerin-'** produced by
chymase of mast cells induced DC chemotaxis,
and thereby regulated the action of chemerin dur-
ing immune responses. In 2008, Cash and col-
leagues [139] also demonstrated that classically
activated macrophages release cysteine prote-
ases, mainly calpains and cathepsin S, which
cleave prochemerin into peptides with potent
anti-inflammatory properties, including inhibi-
tion of pro-inflammatory mediators such as
tumor necrosis factor (TNF)-a, interleukin (IL)-
1, IL-6, IL-12 and RANTES (regulated on activa-
tion, normal T cell expressed and secreted) and
induced the mRNA expression of the anti-
inflammatory cytokines transforming growth fac-
tor (TGF)-p and IL-10. Peptide chemerinl5
(C15) is another peptide derived from chemerin
cleavage, which has been considered an
anti-inflammatory and pro-resolving peptide,
since it inhibits pro-inflammatory mediators pro-
duced by macrophages, promotes phagocytosis
of apoptotic cells, inhibits integrin activation and

clustering, reduces neutrophil adhesion and che-
motaxis, and contributes to the reprogramming of
macrophages by reducing inducible nitric oxide
synthase (iNOS) and TNF-a and increasing argi-
nase-1 expression [139-142]. Thus, chemerin is a
protein that can contribute both to the onset and
termination of acute inflammation [133].
Confirming the role of chemerin as an anti-
inflammatory and pro-resolving mediator, Zhao
and colleagues [143] have demonstrated that
chemerin administration is positively related to
reduced CD4* T-cell accumulation, lower mRNA
expression of CCL17 and CCL22 (Th2-attracting
chemokines) and decreased recruitment of
CDllc* CDI11b* inflammatory DCs in a murine
model of asthma. Chemerin treatment could also
reduce neutrophil infiltration and inflammatory
cytokine release in a mouse model of acute lung
inflammation induced by LPS [144]. Despite the
studies presented here, participation of chemerin
in the resolution of inflammation remains poorly
understood and needs to be studied further.

2.2.4 Galectins

In recent years, several studies have focused on
understanding the role of proteins and glycans in
the modulation of the immune response [145].
Galectins are conserved glycan-binding proteins
presented in mammals, birds, fish, sponges, nem-
atodes, and microorganisms during evolution
[146, 148]. To date, 15 galectin members have
been identified, and all of them share a conserved
carbohydrate-recognition domain (CRD) of
approximately 130 amino acids, which promote
carbohydrate binding [148, 149].

Based on their structure and number of CRDs,
galectins can be classified into three families: (1)
prototypic galectins that have one CRD, and exist
as monomers or dimers, represented by galectin-
1,2,5,7,10, 11, 13, 14 and 15; (2) tandem-repeat
galectins that are composed of two different
CRDs separated by a set of more than 70 amino
acids, represented by galectin-4, 6, 8, 9 and 12;
and (3) chimaera-type galectin-3 group that has a
single CRD and a large amino-terminal domain,
represented only by galectin-3 [148-152].

Galectins are involved at all stages of immu-
nity and inflammation, from the initiation
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through to the resolution [153, 154]. There are
no specific receptors for galectin binding, and
these proteins act both extracellularly and intra-
cellularly [148, 149]. Intracellularly, galectins
bind to cytoplasmic and nuclear proteins regard-
less of their interaction with carbohydrates and
regulate various biological responses [147, 419].
Through an unknown mechanism, galectins can
be exported extracellularly and act via the recog-
nition of glycoproteins on the cell surface (such
as adhesion receptors and cytokine receptors),
controlling the responses and properties of these
receptors [148, 152].

According to the galectin type, concentration,
location, and glycan-binding preferences of each
galectin member, these proteins can perform
diverse biological response, regulating positively
or negatively distinct cellular events, including
cell activation, cytokine secretion, migration,
proliferation, differentiation, polarization, and
viability of immune cell populations [148, 149,
155]. Thus, some members of this family, such as
galectin-3, contribute to the pro-inflammatory
response, and others (for instance galectin-1
(Gal-1) and Gal-9) participate mainly in the reso-
lution of inflammation [153, 156]. Here, we focus
on the main characteristics of Gal-1 and Gal-9,
and their contribution to the resolution of
inflammation.

Gal-1 is expressed by epithelial, endothelial,
and stromal cells, as well as macrophages, poly-
morphonuclear cells, eosinophils, DCs, and acti-
vated T cells (as reviewed by [157]). Galectin can
be found in the nucleus, cytoplasm, inner or outer
surface of the cell membrane, and extracellular
matrix [167]. The participation of endogenous or
exogenous Gal-1 to limit or resolve inflammation
has been demonstrated in multiple inflammatory
disease models, including nephritis, arthritis,
encephalomyelitis, and hepatitis [158].

Gal-9 is expressed in various tissues and cell
types, such as lung and immune cells, including
T cells, B cells, DCs, monocytes, and eosinophils
(as reviewed by Rao [167]). Some researchers
have demonstrated anti-inflammatory and pro-
resolutive properties related to Gal-9, such as the
induction of T cell apoptosis and stimulation of
phagocytic clearance [159-162].

The participation of Gal-1 and -9 in the resolu-
tion of inflammation remains controversial since
some studies have also demonstrated pro-
inflammatory properties of these molecules [163,
164]. Thus, Table 8 summarizes certain studies in
which Gal-1 or Gal-9 has pro-resolution activity
during experimental models as well in human cells.

23 Gaseous Mediators: Hydrogen
Sulphide, Carbon Monoxide,
and Nitric Oxide

Gaseous mediators are gases with very low
molecular weights, which diffuse freely through
cell membranes. The half-lives of these mole-
cules are very short, and they do not have specific
receptors [165]. The main representatives of gas-
eous resolving mediators are hydrogen sulphide
(H,S), carbon monoxide (CO), and nitric oxide
(NO), whose functions are mediated through the
interaction with many genes and proteins [165].

Hydrogen sulphide used to be strictly con-
sidered a toxic gas. However, in 1996, Abe
and Kimura demonstrated the physiological
role of this gas in the nervous system [166]. In
2001, Wang and colleagues also showed that
H,S is an important endogenous vasorelaxant.
Subsequently, several studies have explored the
role of this gaseous mediator in various tissues
[165]. H,S is derived from cysteine through the
enzymatic action of cystathionine beta-synthase
(CBS), cystathionine gamma-lyase (CSE), [166—
169] and 3-mercaptopyruvate sulphur transferase
(3MST) [170]. CBS and CSE can be found in the
liver, kidney, brain, ileum, uterus, placenta, and
pancreatic islets. The CSE enzyme is also found
in the portal vein and thoracic aorta [423]. 3MST
is localized to the liver, kidney, heart, lung, thy-
mus, testis, thoracic aorta, and brain [423].

CO is produced by the action of the enzyme
heme oxygenase (HO) on heme. There are two
isoforms of this enzyme: HO-2 (constitutive
expression) and HO-1 (inducible expression).
The detection of HO-1 can be used to identify
cellular stress and produces CO to limit tissue
damage. Moreover, the products of HO-1 activity
are involved in various defence mechanism [171].
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Table 8 Main pro-resolving actions of Galectins related to resolution of inflammation

Protein Action Disease or experimental model References
Galectin-1 | 'Inhibits pro-inflammatory cytokine Human T cells culture; Murine T cells '[146]
production, 'Sreduces cell adhesion and culture; Experimental autoimmune 2[322]
lymphocyte trafficking and *deletes T helper encephalomyelitis; Human umbilical 3[323]
(Th)1 and Th-17 cells selectively vein endothelial cells culture; Delayed-
type hypersensitivity response induced
in mice by met-BSA
'Inhibits neutrophil extravasation and mast Rat hind paw edema; Human 11324]
cell degranulation and >*reduces neutrophil recombinant Gal-1 and human PMNs 2[390]
adhesion and transmigration across the assay; Neutrophil culture 3[420]
inflamed endothelium
Inhibits nitric oxide production by reducing Peritoneal rats macrophages culture [325]
inducible nitric oxide synthase (iNOS)
expression
Suppresses antigen presentation by regulating | Human monocytes culture and murine [326]
constitutive and inducible FcyRI expression macrophages culture
and FcyRI-dependent phagocytosis; inhibits
IFN-y-induced MHC class II (MHC-II)
expression and MHC-II-dependent Ag
presentation in a dose-dependent manner.
Induces the differentiation of tolerogenic Experimental autoimmune [322]
dendritic cells and regulatory T cells encephalomyelitis; Murine and [327]
human T cells culture; Human DCs and
monocytes culture
Enhances IL-10 production J558L, HL-60, Wehi-3, and PC-3 [328]
cells culture; Mouse Th cells culture; [329]
Hapten-dependent contact [330]
hypersensitivity; Human skin-explant T
cell culture; Human knee synovial fluid
culture of patients with rheumatoid
arthritis; Human PBMC
culture; MOLT-4 T cells culture; Human
neutrophils and T cell culture
Induces 12 and 15-lipoxygenase expression Mouse peritonitis; Mouse peritoneal [331]
in macrophages and favours their conversion macrophages and neutrophils culture
towards a pro-resolving phenotype
Galectin-9 | 'Exogenous Gal-9 inhibits airway Murine model of allergic '[161]
inflammation by binding to CD44 and asthma; RBL-2H3 cells culture; Mouse 2[333]
preventing CD44-hyaluronic acid interaction, | mast cell line MC/9 culture; Asthmatic 3[153]
reducing, in turn, leucocyte adhesion and reaction in guinea pigs and passive-
migration to the lung; 2Exogenous Gal-9 also | cutaneous anaphylaxis in mice; Induced
suppresses airway resistance and eosinophil sputum samples of asthma patients
recruitment; *Reduces the inflammatory
response related to asthma by inducing IL-10
production
Binds to IgE and prevents IgE-antigen RBL-2H3 cells culture; Mouse mast cell | [333]
complex formation and mast cell line MC/9 culture; Asthmatic reaction in
degranulation guinea pigs and passive-cutaneous
anaphylaxis in mice
Induces apoptosis of activated eosinophils but | Bronchoalveolar lavage fluid of patients | [332]
not non-activated eosinophils with acute and chronic eosinophilic
pneumonia
Exogenous Gal-9 induces T-cell apoptosis, Carrageenan-induced paw edema model | [162]
limits leucocyte recruitment and oedema
formation
Exogenous Gal-9 suppresses Th17 cell MOGe-induced experimental allergic [334]

development and expands Foxp3* Tregs from
naive CD4 T cells

encephalomyelitis model
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NO was first described in the 80s as a mole-
cule that was able to regulate vascular tone [172].
It is now known that this inorganic free radical is
related to many diverse functions in physiologi-
cal and pathological situations [165, 173]. NO
production results from the catalysis of L-arginine
by a family of enzymes termed nitric oxide syn-
thases (NOS). There are three known isoforms of
NOS: two constitutive isoforms nNOS (or NOS1,
present in nervous system tissue and skeletal
muscle) and eNOS (also called NOS3, present in
the endothelium), and an inducible isoform
(iNOS or NOS2, present in immune cells and the
cardiovascular system). nNOS and eNOS are
present as preformed proteins and produce loss
of NO levels after increased intracellular cal-
cium, which is generally associated with physio-
logical processes. iNOS produces large quantities
of NO upon stimulation, by pro-inflammatory
cytokines for example, and is therefore usually
related to pathological processes [174].

Production of these gases is related to both
physiological and pathological processes. In the
context of resolving inflammation, they present
similar actions that contribute to the termination
of the inflammatory response [165]. Table 9
details the specific activities mediated by each of
these gases that participate in the resolution of
inflammation during experimental models as
well in human cells.

2.3.1 Purine: Adenosine

Adenosine is a purine that can be detected in the
extracellular space at nanomolar levels under
normal conditions [175], and is found in every
cell of the body [176]. Following cellular dam-
age or stress, increased levels of adenosine can
be produced by various cell types through its
intracellular formation and export via nucleo-
side transporters, or extracellular degradation of
adenine nucleotides (ATP and/or ADP) [175,
177, 424].

There are four specific G-protein-coupled
receptors associated with adenosine binding: A1,
A2A (high-affinity), A2B (low-affinity), and A3.
The Al and A3 receptors are known to inhibit
adenylyl cyclase (the enzyme responsible for
catalysing the conversion of adenosine ATP to

3',5’-cyclic AMP (cAMP), whereas the A2 recep-
tor stimulates this enzyme [99, 175, 178, 424].
Thus, activation of a certain adenosine receptor
may result in contrasting physiological effects,
based on the location and level of expression of
these receptors [99, 175].

Adenosine represents an impressive pro-
resolving mediator that can impact the initiation,
duration, and resolution of the inflammatory
response [175]. Production of this purine has
been demonstrated to be associated with the
modulation of several cell types, including neu-
trophils, macrophages, endothelial cells, DCs,
and lymphocytes (see [175, 177] and references
therein for more details). In summary, the follow-
ing points regarding adenosine receptor interac-
tions and their roles in the resolution of
inflammation in various cells types can be
highlighted:

— Neutrophils: This cell type can release ade-
nosine after activation. Adenosine binding to
A2A and A3 receptors is related to the inhibi-
tion of neutrophil activation [179]. Adenosine
inhibits the phagocytic activity of neutrophils,
diminishes neutrophil production of oxygen
radicals and other potentially deleterious
mediators, as well as reduces neutrophil adhe-
sion to the vascular endothelium [180, 181].

— Macrophages: The differentiation of mono-
cytes into macrophages is related to increased
expression of Al, A2A and A3 receptors.
Activation of A2A, A2B and A3 receptors pro-
motes the polarization of the anti-inflamma-
tory alternatively activated macrophages (or
M2), which are associated with decreased lev-
els of TNF, IL-6, IL-12 and macrophage
inflammatory protein (MIP)-l1a, as well as
increased levels of the anti-inflammatory
cytokine IL-10. A2B receptor activation also
increases the expression of arginase-1 and
Mgl-1 expression, and increases the produc-
tion of tissue inhibitor of metalloproteinases-1
(TIMP-1) in alternatively activated macro-
phages. These changes also favourite tissue
repair [182—-186].

— Endothelial cells: Adenosine binding of the
A2 receptor increases vascular endothelial
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Table 9 Main pro-resolving actions of gaseous mediators related to resolution of inflammation

Gas Action Disease or experimental model References
Hydrogen | Acts as a scavenger of cytotoxic substances, | Human neuroblastoma SH-SYS5Y cells '[354]
sulphide | including peroxynitrite', hypochlorous acid> | culture; Murine RAW 264.7 2[355]
hydrogen peroxide®, and superoxide anion* macrophage culture; Human vascular 3[356]
smooth muscle cells culture 4[357]
Exerts antinociceptive effects in the Colorectal distension in rats [339]
gastrointestinal tract by activating Krp
channels
Suppresses leucocyte infiltration and oedema | Mesenteric microcirculation evaluation [340]
formation: inhibits the expression of cell by intravital; Carrageenan air pouch
adhesion molecules in both the endothelium | model in rats
(ICAM-1 and P-selectin) and on leucocytes
(LFA-1)
Helps to restore tissue function by Human colon adenocarcinoma cell [341, 342]
upregulating enzymes that drive tissue repair | lines culture; Mitochondria isolated from | [343]
and preserve mitochondrial function mouse kidneys, liver, and heart;
Human colonic epithelial HT-29
Glc - /+ cells culture
Reduces the inflammation-associated- LPS-induced endotoxic shock in rats [344]
upregulation of COX-2 expression and
reduces the range of pro-inflammatory
cytokines such as IL-1, TNF, IFN, IL-12,
and IL-23
Enhances ulcer healing Experimental gastric ulcer in rats [345]
Inhibits leucocyte adherence to blood vessels | Haemorrhagic shock model in rats [346]
walls and induces vasodilatation in the
cardiovascular system
Induces neutrophil apoptosis Human PMN cells culture [347]
Stimulates angiogenesis Human umbilical vein endothelial cells [348]
culture; chick chorioallantoic membrane
model
Stimulates the translocation of annexin-A1l Murine bone marrow—derived [421]
from the cytosol to the plasma membrane macrophages culture; Intravital
microscopy in mouse mesenteric
microcirculation; Human PMN cells
culture
Protects blood-brain barrier integrity' and Middle cerebral artery occlusion in 11422]
promotes angiogenesis after cerebral mice; Middle cerebral artery occlusion in | 2[349]
ischemia® rats
Promotes gastrointestinal mucosal integrity Gastroenterophaty; Hapten-induced '[350]
and repair'? colitis in rodents ?[351]
Promotes stronger barrier function of the GI
mucosa, limiting exposure to luminal
bacteria’
Inhibits the activity of the human Circulating and endothelium-bound [352]

myeloperoxidase (MPO)

human MPO

(continued)
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Table 9 (continued)
Gas Action Disease or experimental model References
Carbon At lower concentrations, produced by eNOS | Culture of endothelial cells, hepatocytes, | [353]
monoxide |and nNOS: usually is cytoprotective thymocytes, neurons, leukocytes and [354]
At supra-physiological concentrations, several tumor cell lines; Brain [355]
produced by iNOS: triggers cell death ischemia; Alzheimer’s and Parkinson’s [173]

Disease; Murine macrophage culture;
Human peripheral blood mononuclear
cells culture; Human neutrophils culture;
Eosinophils culture; Rheumatoid arthritis,
acute pancreatitis, bacterial pneumonia,
inflammatory bowel disease, asthma, and
following surgery

Suppresses leucocyte adherence to the
vascular endothelium and reduces pro-
inflammatory cytokine expression by
inhibiting NF-kB

Human osteoarthritic chondrocytes and [356]
cartilage cell culture; Acute peritonitis [357]
induced by Zymosan in mice; Model of | [358]
adaptive immune response in mice

Reduces neutrophil infiltration and
stimulates the activity of HO-1 and
phagocytosis by resolution macrophages

Murine peritonitis and human [359]
macrophage and PMN cell culture

Exhibits cell and tissue protection through
anti-apoptotic, anti-inflammatory, and
anti-proliferative effects

CO gas inhalation by rats, mice and pigs; | [360]
Murine model of chronic

colitis; Pulmonary arterial hypertension
and right ventricular hypertrophy in
mice; Experimental model of cerebral
malaria in mice

Nitric Inhibits platelet and inflammatory cell Vascular smooth muscle cells culture; [361]
oxide activation Human and mice neutrophils culture [362]
Promotes ulcer healing Gastric ulcer in rats [363]
Induces apoptosis in smooth muscle cells Vascular smooth muscle cells culture [364]
Stimulates angiogenesis, proliferation and Breast cancer; Gastric cancer; Melanoma | [365]
metastasis in cancer at lower levels cells; HL-60 human leukemia; JEG-3 [366]

(<100 nM), but promotes cytotoxicity and
cell apoptosis in cancer at higher levels
(>400-500 nM):

choriocarcinoma cells; Ovarian carcinoma
cells; Medullablastoma cells; Human
prostatic epithelial cells; Human bladder
carcinoma cells; Murine melanoma cells;
Human adenocarcinoma

cells; Fibrosarcoma cell; Renal cell
carcinoma; B-cell chronic lymphocytic
leukemia cells; Colon cancer cells; Skin
tumors (murine)

growth factor (VEGF) expression by macro-
phages, stimulates the proliferation and migra-
tion of endothelial cells, and promotes
angiogenesis, tissue repair, and wound healing
[187-189].

— Dendritic cells: Al and A3 receptors are
expressed on immature human DCs and con-
tribute to the recruitment of this cell type to
inflamed tissues. Mature DCs mainly express
the A2A receptor, which is associated with the
reduction of interferon (IFN)-a, IL-6, TNF,
and IL-12, as well as the inhibition of antigen

presentation and costimulation [177, 190,
425].

— Lymphocytes: The binding of adenosine to

A2A, A2B, and A3 receptors is related to
reduction of IL-2 and IFN-y levels, and inhibi-
tion of effector T-cell proliferation. CD39 and
CD73, molecules present on the surface of
Tregs and Th17 cells, play important roles in
the production of adenosine that binds the A2
receptor of effector T cells, suppressing both
CD4* and CD8" T cell effector functions [191,
192, 193].
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2.4 Neuromodulators

Interaction between the nervous system and
immune system have been well documented in
many studies. Following activation, immune cells
can stimulate neuronal circuits that participate in
innate and adaptive immune response regulation
[194-198]. This is possible since there are cho-
linergic, catecholaminergic, peptidergic, and
other types of neurons distributed throughout dif-
ferent organs, including the liver, spleen, lymph
nodes, and thymus. These neurons transmit infor-
mation to and from the nervous system during
infection or sterile inflammation [198]. Moreover,
some structures, such as Toll-like receptors
(TLRs) and cytokine receptors, are present in
both leukocytes and neurons, facilitating neuro-
immune communication [197].

In the context of neuro-immune regulation,
vagus nerve-mediated cholinergic signalling
plays an important role in the resolution of
inflammation via the inflammatory reflex arc
[194-198]. This inflammatory reflex arc is char-
acterized by the recognition of signs of injury,
infection, or inflammation by an afferent sensory
neural arc, and the transmission of responses by
an efferent motor neural arc that regulates the
immune system [196]. The neurotransmitters
involved in this process can bind to acetylcholine
receptors and adrenergic receptors expressed in
immune cells such as macrophages, T lympho-
cytes, and DCs, enabling the neural regulation of
immune responses (as reviewed by [199]).
Furthermore, acetylcholine, dopamine, and other
neuromodulators can be produced and released
by immune cells, contributing to local immune
regulation [197, 199-201].

Netrin-1 and acetylcholine are two relevant
neuromodulators associated with the resolution
of inflammation that act via the vagus nerve-
mediated reflex [197]. Mirakaj and colleagues [6]
have shown that vagotomy after zymosan-initiated
peritoneal injury in mice reduced acetylcholine
and netrin-1 levels and delayed the resolution of
inflammation, by increasing pro-inflammatory
cytokines and leukocyte recruitment.

The cholinergic anti-inflammatory activity
induced by the vagus nerve occurs via acetylcho-
line binding to the alpha 7 nicotinic acetylcholine
receptor («7nAChR). This receptor is broadly
expressed by immune cells, such as B cells, T
cells, DCs, monocytes, and macrophages [196,
197, 202, 426]. a7nAChR activation results
mainly in the suppression of pro-inflammatory
cytokines via three pathways: (1) cAMP response
element binding protein (CREB) phosphoryla-
tion, followed by increased c-Fos expression,
which inhibits nuclear factor (NF)-xB; (2)
through the interaction of «7nAChR with Janus
kinase 2 (JAK2), causing the phosphorylation
and subsequent nuclear translocation of STAT3
(signal transducer and activator of transcription
3) or (3) via rapid acetylcholine influx into the
cytoplasm following ATP entry, which attenuates
the release of mitochondrial DNA and inflamma-
some activation [197].

Netrin-1, the other neuromodulator regu-
lated by the vagus nerve, is a laminin-related
protein expressed by the vascular endothelium.
Its expression is regulated by inflammatory
cytokines and infectious agents [427]. Unc5
netrin receptor B (UNC5B) is highly expressed
in leukocytes, and can interact with netrin-1 to
regulate the immune response [427]. The bind-
ing of netrin-1 to the A2B receptor is also asso-
ciated with a reduced inflammatory response
[6, 203, 204]. This receptor is expressed in sev-
eral tissues and organs, including the vascula-
ture, large intestine, and brain. Moreover,
different cell types express high levels of A2B,
such as neurons, astrocytes, endothelial cells,
mast cells, neutrophils, DCs, macrophages,
and lymphocytes (as reviewed by [205]). The
participation of netrin-1 in the resolution of
inflammation is related to the overexpression
of resolvins, decreased recruitment of neutro-
phils, and overactivation of efferocytosis [6,
203, 204, 383].

The effects of acetylcholine and netrin-1 that
contribute to the resolution of inflammation dur-
ing experimental models as well in human cells
are highlighted in Table 10.
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Table 10 Main pro-resolving actions of neuromodulators related to resolution of inflammation
Protein Action Disease or experimental model References
Acetylcholine/ Attenuates the release of pro-inflammatory Lethal endotoxaemia in rats and [367]
cholinergic cytokines, such as IL-1f, IL-6, IL-18 and mice; Human macrophage culture; [368]
anti- TNF Acute Hypovolemic hemorrhagic [369]
inflammatory shock in rats; [431]
pathway Septic peritonitis induced in mice; [370]
stimulation Murine model of chronic relapsing | [374]
colitis; Spleen cell [371]
culture; Microdialysis in mice; [200, 372]
Kidney ischemia- reperfusion [373]
injury in mice
Upregulates the protective immunoresolvent | Escherichia coli peritonitis in mice | [222]
PCTR biosynthetic pathway in human group
3 innate lymphoid cells (ILC3), promoting
the resolution of bacterial infections
Decreases circulating HMGBI, attenuating | Endotoxemia and polymicrobial [374]
sepsis sepsis
Impairs the migration of B cells, Immunization of mice with [375]
neutrophils, monocytes and dendritic cells Streptococcus pneumoniae
and reduces antibody production
Improves inflammation, pannus formation, Rat collagen-induced arthritis [376]
cartilage destruction and bone erosion in
collagen-induced arthritis
Reduces myocardium inflammation, Murine autoimmune myocarditis [377]
decreasing IL-6 and TNF-a; monocyte
chemoattractant protein-1, macrophage
inflammatory protein-18, RANTES, CCR1,
CCR2, and CCRS5. Reduces matrix
metalloproteinase-14, natriuretic peptide
precursor B, tissue inhibitor of
metalloproteinase-1 and osteopontin
Netrin-1 Increases the expression of alternatively Cardiac ischemia reperfusion injury | [378]
activated macrophages and promotes
proliferator-activated receptor y (PPARY)
expression; decreases cardiac serum
Troponin T (TnT) expression and reduces
allograft infiltration of neutrophils and
monocytes/macrophages
Inhibits leucocyte migration Peripheral blood lymphocytes [379]
culture; Human umbilical vein
endothelial cells culture; Mouse
sepsis model; Mouse peritonitis
model
Shortens the resolution interval, decreases Murine peritonitis; Human [6, 203,
neutrophil recruitment, reduces pro- neutrophils and monocytes culture; | 383]
inflammatory mediators and stimulates the Murine LPS inhalation model; [204, 380]
production of resolvins, protectins and Murine ventilator-induced lung [381]

lipoxins

injury model; Peritonitis model;
Caco-2, T84 and HMEC-1 cells
culture; DSS-colitis; Murine model
of hepatic ischemia reperfusion
injury
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25 Hydrogen Peroxide - H202

The reactive oxygen species (ROS) family is
comprised of a group of molecules, such as
hydrogen peroxide (H,O,), are essential for host
defence, and are produced through the mitochon-
drial electron transport chain or the activation of
nicotinamide adenine dinucleotide phosphate
(NADPH) oxidase (NOX) complexes in the
plasma membrane and cytosol [206]. ROS are
normally produced during cellular energy pro-
duction in aerobic cells, and are removed by anti-
oxidant enzymes. ROS can also be produced by
phagocytes in response to microbial and inflam-
matory stimuli, within the mitochondria, or
through a process known as “oxidative burst”
mediated by NOX, and are generally considered
to be pro-inflammatory mediators [207].

A reduction in ROS production is associated
with several human pathological conditions, such
as chronic granulomatous disease (CGD). In this
disease, ROS-deficiency is associated with severe
infections and is characterized by excessive
inflammation [208]. Patients with CGD have a
decreased ability to resolve inflammation [209].
In addition, H,0, is described as an inducer of
apoptosis in epithelial cells, endothelial cells,
human hepatocytes, myocytes, neutrophils, and
eosinophils [210-215].

It has also been demonstrated that H,O,
derived from NOX is directly linked to the induc-
tion of eosinophil and neutrophil apoptosis.
Moreover, exogenous administration of H,0, at
the peak of the inflammatory response decreases
the number of viable eosinophils and increases
the number of apoptotic eosinophils, which con-
sequently shortens the duration of allergic inflam-
mation [210, 211]. In addition, in an
antigen-induced arthritis model, Lopes et al.
[211] showed that H,0O, increased neutrophil
apoptosis, anticipating the natural resolution of
inflammation. Indeed, at controlled low concen-
trations, H,0, is a key second messenger of phys-
iological processes such as cell proliferation
[216] and migration [217]. Thus, in addition to
the canonical pro-inflammatory roles, H,O, has
also been shown to act as an important pro-
resolutive mediator.

3 Pharmacological Strategies
for Resolution: Clinical Trials

Several studies have focused on the discovery of
new compounds with a therapeutic potential to
treat inflammatory diseases [6, 71, 210, 211,
218-222]. The development of pharmacological
pro-resolution strategies to treat chronic inflam-
matory pathology intrinsically affords a greater
scope than conventional anti-inflammatory
approaches. Current treatments that focus on the
inhibition of the productive phase of inflamma-
tion (anti-inflammatory treatments), act mainly
to reduce both leukocyte recruitment and the
release of pro-inflammatory mediators [3, 8]. By
contrast, pro-resolving treatment aims to increase
the production or use of mediators to augment
important aspects during resolution, such as
apoptosis, efferocytosis, recruitment of resolving
macrophages, and tissue repair. In addition, these
treatments seek to simulate the mechanisms and
endogenous biochemical pathways related to the
resolution of inflammation [8, 57, 210, 220].

Several authors have investigated the anti-
inflammatory and pro-resolving properties of
endogenous and synthetic lipids derived from
PUFAs, which has demonstrated that these spe-
cialized lipid mediators limit leukocyte
accumulation and enhance the influx of pro-
resolving macrophages and efferocytosis in ani-
mal models. Many of these studies have
translational potential, and some have already
been tested in clinical trials [26, 72, 100].

Most clinical trials aiming to resolve inflam-
matory exudates use omega-3 fatty acids to pro-
duce structurally distinct families of signalling
molecules, including SPMs. A resolvin El ana-
logue improved the signs and symptoms in a
Phase II clinical trial in patients with dry eye
syndrome [223], and this study has progressed to
a Phase III clinical trial (Safety and Efficacy
Study of RX-10045 on the Signs and Symptoms
of Dry Eye, identifier NCT00799552; www.clini-
caltrials.gov). This was the first demonstration of
clinical efficacy using mediators associated with
the resolution phase of the inflammatory
response. SPMs have demonstrated several pro-
operative effects, are associated with a low cost
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Table 11 Pro-resolving strategies in clinical trials

Pro-resolution drug/
compounds

Action

Disease

References

Protectin D1

Protectin D1 is generated in asthma
and dampens airway inflammation
and hyperresponsiveness

Asthma

[95]

Resolving macrophages

Efferocytosis of neutrophils

Periodontal disease

www.clinical Trials.gov
Ekstein, J

Fish oil supplementation | Production of Omega-3 Fatty Peripheral Artery [226]
Acid-Derived Mediators Disease

Neuroprotectin D1 This report provides a demonstration | Alzheimer [90, 225]
of the role of neuroprotectin D1 in
cell survival and its potential
deficiency in Alzheimer’s disease

Docosahexaenoic acid The ratio of pro-resolution/pro- Obesity [224]
inflammatory lipid markers was inflammation
increased in the plasma of the
intervention group over the entire
study

Specialized pro-resolving | SPMs promote macrophage Coronary artery [382]

lipid mediators

phagocytosis of blood clots

disease

RVEI analogue

Reduces inflammation

Dry eye syndrome

www.clinicalTrials.gov
Phase 3

Specialized pro-resolving | Increase pro-resolution signals Allergic www.clincalTrials.gov

lipid mediators inflammation Barning C, completed
study

E-series resolvin (RVE) 1 | RVEI rescues the dysregulation in the | Type II Diabetes [71]

neutrophil receptor profile and,
following a therapeutic dosage,
activates phagocytosis and resolution
signals in type 2 diabetes

Monoglyceride of DHA

Monoglyceride of DHA (DHA-MAG)
is a lipid compound for which
intestinal absorption would increase
the DHA/arachidonic acid (AA) ratio
and promote the synthesis of specific
metabolites involved in the resolution
of inflammation.

Reduces lung inflammation and
improves pulmonary function

Cystic fibrosis

www.clinicalTrials.gov
Phase 2

and can be found in the diet, and have also been
widely used as supplementation in pregnant,
obese, and diabetic patients [240]. In addition,
several studies have demonstrated the importance
of these mediators in diseases such as allergic
asthma, Alzheimer’s disease, coronary artery dis-
ease, and peripheral artery disease [71, 90, 95,
225-227].

However, these mediators carry a high price
tag for large-scale use in the clinic. Thus, certain
animal studies seem promising, [2, 10, 12, 17,77,
92,210, 211, 220, 221, 228, 229, 230, 231, 232]
especially those related to the use of alternative
therapies that use other mechanisms associated

with the resolution phase of an inflammatory
response, and those associated with the activation
of endogenous mechanisms that trigger an accel-
eration of the resolving phase. Table 11 is a sum-
mary of pro-resolving strategies in clinical trials.

In summary, this chapter highlighted the main
pro-resolving mediators and their roles in the res-
olution of inflammation. Moreover, some clinical
trials were presented to confirm the importance
of these mediators in regulating inflammatory
responses in different diseases. Research into
the resolution of inflammation and its mediators
continues to be a promising field of study, still
requiring constant progress.
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10. ANEXO

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

CEUA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

COMPROVANTE

Comprovamos o recebimento da solicitagcdo de uso de animais para o projeto intitulado "efeito da inducédo da
resolucéo inflamagéo sobre o desenvolvimento da resposta nociceptiva em um modelo de artrite induzida por
antigeno (AIA)", protocolo do CEUA: 51/2018 sob a responsabilidade de Vanessa Pinho da Silva que envolve a
produgdo, manutencgdo e/ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem)
para fins de pesquisa cientifica (ou ensino).

Belo Horizonte, 15/06/2018.
Atenciosamente,

Sistema Solicite CEUA UFMG
https://aplicativos.ufmg.br/solicite_ceua/

Universidade Federal de Minas Gerais
Avenida Anténio Carlos, 6627 — Campus Pampulha
Unidade Administrativa Il — 2° Andar, Sala 2005
31270-901 — Belo Horizonte, MG — Brasil
Telefone: (31) 3409-4516
www.ufmg.br/bioetica/ceua - cetea@prpg.ufmg.br
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