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RESUMO

A resolucdo da inflamacdo é atualmente considerada um processo ativo, no qual
atuam mediadores lipidicos produzidos endogenamente, denominados mediadores
lipidicos pro-resolutivos especializados (SPMs), que apresentam propriedades anti-
inflamatoérias e pro-resolutivas. O presente trabalho teve como objetivo estudar o
efeito de trés SPMs, a saber, resolvina E1 (RvVE1), resolvina D1 (RvD1) e protectina
DX (PDX), em modelos experimentais de edema e hiperalgesia mecéanica da pata de
ratos frente a diferentes estimulos flogogénicos. Os estimulos flogogénicos utilizados
foram: carragenina (CG; 100 e 500 pg), histamina (H; 109 nmol), serotonina (5-HT; 5
nmol), substancia P (SP; 0,7 nmol) e prostaglandina E, (PGE,; 6 nmol), todos
administrados por via intraplantar, bem como os SPMs. O edema e a nocicepcao
das patas foram medidos de Oh a 24h, utilizando um pletismOmetro e um
analgesimetro, respectivamente. Os procedimentos com animais foram aprovados
pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da UFMG, com protocolos de n°
199/2014 e 376/2014. O pré-tratamento (10 min antes do estimulo flogogénico) com
285 pmol de RvE1l reduziu o edema induzido por 100 ug de CG, nao alterou o
edema induzido por SP e PGE; e aumentou o edema induzido por H e 5-HT. Além
disso, reduziu a nocicepc¢ao induzida por todos os agentes flogogénicos utilizados. O
pos-tratamento (2h50 min ap6s o estimulo flogogénico) com a mesma dose de RVE1
reduziu apenas a nocicepg¢ao induzida por 500 ug de CG. Com relagdo a RvD1, o
pré-tratamento com 570 pmol reduziu o edema induzido por 100 ug de CG e pela 5-
HT, ndo alterou o edema induzido por H e PGE,, e aumentou o edema induzido por
SP. Além disso, reduziu a nocicepcgao induzida por 100 ug de CG, H e 5-HT e néo
alterou a nocicepcao induzida pela SP e PGE; O pdés-tratamento com a mesma dose
de RvD1 reduziu apenas a nocicepgao induzida por 500 ug de CG. O tratamento
com a PDX se mostrou sem efeito nos modelos experimentais estudados.
Adicionalmente, avaliou-se comparativamente os efeitos da RvVE1l e da RvD1 com
farmacos anti-inflamatérios convencionais de diferentes classes, administrados
sistemicamente (via subcutédnea) 30 min antes da CG, sendo eles: indometacina
(INDO; 4 mg/kg), celecoxibe (CX; 30 mg/kg) e dexametasona (DEXA; 1 mg/kg).
Observou-se que a INDO reduziu o edema e a nocicepgao induzidos por 500 pg de
CG e o CX reduziu apenas a nocicep¢ao dessa mesma dose de CG, efeitos esses



diferentes dos observados com as resolvinas. A DEXA reduziu tanto o edema
quanto a nocicepgdo induzidos por 100 e 500 pg de CG, apresentando maiores
porcentagens de reducdo das respostas quando comparada as resolvinas. Dessa
maneira, sugere-se que a acao anti-inflamatéria e antinociceptiva das resolvinas
difere da atividade dos anti-inflamatorios ndo esteroidais e dos esteroidais. Na
investigacdo do envolvimento de receptores especificos nas acdes anti-inflamatoria
e antinociceptiva apresentadas pela RVE1 frente a CG, observou-se que a utilizacao
do composto U-75302, um antagonista especifico do receptor 1 de leucotriena By
(receptor BLT1), reverteu a reducdo do edema e da nocicepgéo induzidos por CG
sob o tratamento com RvVE1l. Além disso, as substancias GW 1100 e AH 7614,
respectivamente antagonistas dos receptores GPR40 e GPR120, envolvidos na
mediacdo da resposta a &cidos graxos, ndo produziram nenhum efeito nesses
modelos. Sendo assim, pode-se sugerir que o receptor BLT1 est4 envolvido nos
efeitos observados com o tratamento com a RVE1, e que os receptores GPR40 e
GPR120 nao parecem estar envolvidos nas acdes apresentadas por essa
substancia nos modelos experimentais estudados. Por fim, as amostras comerciais
de RvE1l, RvD1 e PDX utilizadas no presente estudo, foram submetidas a analise
cromatografica (HPLC-DAD), tendo sido verificado que as mesmas apresentavam
padrbes estruturais compativeis com os dados descritos na literatura para tais
substancias, fundamentando assim 0s nossos resultados. Assim, pode-se concluir
gue as resolvinas E1 e D1, administradas perifericamente, tém potencial para serem
melhores candidatas a farmacos analgésicos do que a farmacos anti-inflamatdérios.
Deve-se, contudo, alertar para o fato de que seu uso prolongado pode estar
associado ao desenvolvimento de efeitos adversos relacionados com a atividade

pré-inflamatéria detectada com tais resolvinas.

Palavras-chave: mediadores lipidicos pro-resolutivos especializados (SPMs),

resolvina E1, resolvina D1, protectina DX, edema, nocicep¢do mecanica.



ABSTRACT

Resolution of inflammation is considered currently as an active process in which
endogenous mediators called specialized pro-resolving lipid mediators (SPMs)
exhibit anti-inflammatory and pro-resolutive activities. The aim of the present work
was to study the effect of three SPMs, namely resolvin E1 (RvE1l), resolvin D1
(RvD1) and protectin DX (PDX) in experimental models of edema and mechanical
hyperalgesia of the hindpaw of rats in response to different phlogogenic stimuli. The
phlogogenic stimuli were: carrageenan (CG; 100 and 500 pg), histamine (H; 109
nmol), serotonin (5-HT; 5 nmol), substance P (SP; 0.7 nmol) and prostaglandin E;
(PGE2; 6 nmol), all given by intraplantar route, likewise the SPMs. The paw edema
and nociception measures were taken from Oh to 24h, using a plethysmometer and
an analgesimeter, respectively. Animal procedures were approved by UFMG Ethics’s
Committee for Animal Use, with protocols n° 199/2014 and 376/2014. Pre-treatment
(10 min before the phlogogenic stimulus) with 285 pmol RVE1 reduced the edema
induced by 100 ug of CG, with no change in the edema induced by SP and PGE,,
but increased the edema induced by H and 5-HT. Moreover, RvVE1l decreased
nociception induced by all phlogogenic stimuli used. Post-treatment (2h50 min after
the phlogogenic stimulus) with the same dose of RvVE1 only reduced nociception
induced by 500 pg of CG. Regarding to RvD1, pre-treatment with 570 pmol reduced
the edema induced by 100 ug of CG and 5-HT, with no change in the edema induced
by H and PGE,, but increased the edema induced by SP. Furthermore, RvD1
decreased nociception induced by 100 ug of CG, H and 5-HT but did not change the
nociception induced by SP and PGE,. Post-treatment with the same dose of RvD1
only reduced nociception induced by 500 ug of CG. Treatment with PDX showed no
effect in the experimental models studied. In addition, we comparatively evaluated
the effects of RvE1 and RvD1 with conventional different classes of anti-inflammatory
drugs, given systemically (subcutaneous route) 30 min before GC, in special:
indomethacin (INDO; 4 mg/kg), celecoxib (CX; 30 mg/kg) and dexamethasone
(DEXA; 1 mg/kg). It was observed that INDO reduced edema and nociception
induced by 500 pg of CG and that CX only reduced the nociception of the same dose
of CG, clearly showing a different profile of activity shown by resolvins. DEXA
reduced edema as well nociception induced by 100 and 500 pg of CG, showing



higher reduction percentage compared with resolvins. Thus, it is suggested that the
anti-inflammatory and antinociceptive action of resolvins differ from that of
nonsteroidal and steroidal anti-inflammatory drugs. In the investigation of the
involvement of specific receptors in the anti-inflammatory and antinociceptive actions
presented by RvVE1, the compound U-75302, a leukotriene B, receptor 1 (BLT1
receptor) specific antagonist, reversed the reduction in edema and nociception
induced by CG under treatment with RvE1l. Furthermore, the drugs GW 1100 and AH
7614, antagonists of the receptors GPR40 and GPR120, respectively, did not
produce effect in these models. Thus, it can be suggested that the BLT1 receptor is
involved in the anti-inflammatory and antinociceptive effects observed with RVE1l
treatment and that GPR40 and GPR120 receptors are not involved in the actions of
RVE1l in the experimental models studied. Finally, commercial samples of RVEL,
RvD1 and PDX used in the present study were submitted to chromatographic
analysis (HPLC-DAD) and it was verified that they had structural patterns consistent
with the data described in the literature for such molecules, thus giving sound ground
for our results. Thus, it can be concluded that resolvins E1 and D1, given
peripherally, have the potential to be better candidates for analgesics than anti-
inflammatory drugs. However, their prolonged use might be associated with the
development of adverse effects related to pro-inflammatory activity here detected.

Keywords: specialized pro-resolving lipid mediators (SPMs), resolvin E1, resolvin

D1, protectin DX, edema, mechanical nociception.
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1. INTRODUCAO

1.1 Consideragdes sobre inflamagao

A inflamacdo € uma resposta imune complexa que ocorre nos tecidos
vascularizados em decorréncia de estimulos fisicos, quimicos, imunolégicos ou
microbiolgicos (FILHO, 2009; HUME & FAIRLIE, 2005).

Define-se o processo inflamatdério pela presenca de sinais e sintomas tipicos,
considerados sinais cardinais da inflamacao, primeiramente descritos por Celsus no
séc. | d.C., como: rubor (vermelhidéo), tumor (inchaco), calor (aquecimento) e dolor
(dor), aos quais foi adicionado posteriormente, por Rudolf Virchow, um quinto sinal
clinico, a perda de funcao (functio laesa) (FILHO, 2009; KUMAR, 2010; RATHER,
1971; RYAN & MAJNO, 1977).

A inflamacdo pode ser dividida em aguda e crbnica, levando-se em
consideracdo a duracdo e caracteristicas patolégicas do processo inflamatério. A
inflamacédo aguda apresenta rapido inicio e uma duragéo relativamente curta (horas
a poucos dias) e é caracterizada por vasodilatacdo (clinicamente relacionada ao
calor e rubor no local lesionado), extravasamento de plasma e proteinas plasmaticas
(relacionada ao edema), e migracao celular (principalmente neutrofilos) para o sitio
da inflamacdo e, em alguns casos, ativacdo da cascata de coagulacdo. Ja a
inflamacgéo crénica é de longa duracdo (meses a anos) e estd associada com a
presenca de linfocitos e macrofagos, proliferacdo de vasos sanguineos, fibrose e
destruicdo tecidual (FILHO, 2009; KUMAR, 2010; SHERWOOD & TOLIVER-
KINSKY, 2004).

A resposta inflamatéria € um processo complexo e coordenado que envolve a
participacdo de diversos mediadores inflamatérios que sdo gerados a partir de
células ou de proteinas plasmaticas. Dentre os mediadores derivados de células
encontram-se as aminas vasoativas (histamina e serotonina), metabdlitos do acido
araquidonico (prostaglandinas, leucotrienas e lipoxinas), fator ativador de plaquetas
(PAF), espécies reativas de oxigénio, 6xido nitrico (NO), citocinas e quimiocinas. Ja

como mediadores derivados de proteinas plasmaticas tém-se o0s sistemas do
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complemento, da coagulacdo e das cininas (KUMAR, 2010; MEDZHITOV, 2008). O
estimulo agressor, também denominado estimulo flogogénico ou pré-inflamatorio,
induz a liberacdo desses mediadores que, atuando sobre seus receptores, sao
responsaveis pelas alteracdes vasculares e celulares observadas na inflamacédo. Os
mediadores inflamatérios também sdo capazes de ativar ou sensibilizar os
nociceptores, podendo resultar em dor, alodinia ou hiperalgesia (revisto por JULIUS
& BASBAUM, 2001; KUMAR, 2010).

O processo inflamatério constitui uma resposta fundamentalmente protetora
destinada a livrar os organismos tanto da causa inicial da lesdo celular quanto das
consequéncias de tal lesdo. No entanto, passa a ser deletério quando essa resposta
se prolonga muito, induzindo leséo tecidual pela liberacdo exacerbada de enzimas,
mediadores inflamatérios e radicais livres de oxigénio, conduzindo a uma
cronificacdo do processo inflamatério (FILHO, 2009; KUMAR, 2010; RANGE et al.,
2011).

A persisténcia de uma inflamacgéao crénica pode causar e/ou agravar uma
série de doencas prevalentes, tais como doencas cardiovasculares, asma, artrite
reumatoide, diabetes e cancer. Dessa forma, é de suma importancia a compreensao
dos mecanismos de controle do processo inflamatério (revisado por LEE & SURH,
2012; CHRISTIE, 2014; RANGE et al., 2011).

1.2 Consideragdes sobre dor

O termo dor é definido pela Associacéo Internacional para o Estudo da Dor
(IASP) como “uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel associada a
dano real ou potencial de tecidos ou descrita em termos de tal dano” (KOPF &
PATEL, 2010). Dessa forma, a dor € considerada uma experiéncia complexa que
envolve ndo s6 a transducdo de estimulos ambientais nocivos, mas também o
processamento cognitivo e emocional pelo cérebro (revisto por JULIUS &
BASBAUM, 2001).

De acordo com WOOLF (2010) a dor pode ser amplamente dividida em trés

classes: (i) dor nociceptiva; (ii) dor inflamatoéria e (iii) dor patoldgica, englobando as
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dores neuropatica e disfuncional, conforme apresentado na Figura 1. A dor
nociceptiva ocorre mediante estimulos nocivos de natureza térmica, quimica ou
mecanica, que ativam diretamente 0s nociceptores e mantem-se enquanto 0
estimulo desencadeante estiver presente. A dor inflamatéria estd associada a
producdo de mediadores inflamatorios que ativam ou sensibilizam os nociceptores.
A dor patolégica € um estado de doenca resultante de uma lesdo neuronal (dor
neuropatica) ou esta vinculada com o funcionamento e/ou reatividade anormal do
sistema nervoso (dor disfuncional) (revisto por WOOLF, 2004; SCHOLZ & WOOLF,
2002)

Embora os animais ndo expressem verbalmente a ocorréncia de dor, existem
respostas comportamentais tipicas que podem ser detectadas e interpretadas como
dolorosas (LANGFORD et al., 2010). No entanto, devido a dificuldade em analisar o
componente emocional da dor nos animais, utiliza-se preferencialmente o termo
nocicepcao, ao invés de dor, nos modelos de experimentacdo animal. A nocicep¢ao
refere-se apenas ao componente sensorial da dor, ou seja, ao reconhecimento de
sinais dolorosos pelo sistema nervoso a partir de um estimulo lesivo (revisto por
WOOLF, 2004; KLAUMANN; WOUK; SILLAS, 2008).
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Figura 1. Classificacdo dos tipos de dor (modificada de WOOLF, 2010).

1.3 Resolucgéo dainflamagéo

A resolucdo do processo inflamatério era considerada um processo passivo
possivelmente em decorréncia do catabolismo de mediadores pré-inflamatérios e/ou
difusdo do local de producdo. No entanto, atualmente se sabe que essa € apenas

uma parte do processo de resolucao que engloba também, o clearance (remocao)
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de células apoptoticas e microorganismos do local lesionado, sendo essa uma etapa
muito importante (GILROY et al., 2004; SERHAN et al.,, 2007; SERHAN, CHIANG,
DYKE, 2008).

A resolucdo da inflamacdo é considerada hoje um processo ativo altamente
coordenado, que é controlado por mediadores enddgenos pré-resolutivos. Esse
processo é composto por trés fases: (i) diminuicdo de mediadores pré-inflamatdérios;
(i) apoptose de leucdcitos polimorfonucleares (PMNS) e (iii) fagocitose desses PMNs
por macréfagos, seguida da migracdo desses para os vasos linfaticos. A fase inicial
envolve a supressdo dos mediadores pré-inflamatdrios e a liberagcdo de mediadores
enddgenos anti-inflamatérios e pré-resolutivos. Essas moléculas tém a capacidade
de inibir a migracdo de PMNs para o sitio inflamado, atrair mondcitos, reverter a
permeabilidade vascular e a vasodilatacdo, induzir apoptose em PMNs ativos
remanescentes, induzir efluxo de macréfagos que tenham fagocitado PMNs para os
vasos linfaticos, e facilitar a remocdo do exsudato inflamatério no tecido acometido,
restabelecendo assim a homeostase (Figura 2) (revisado por LEE & SURH, 2012;
SERHAN & CHIANG, 2008).

Inicio Tempo Resolugao
Prostaglandina Trocade classe de mediadorlipidico Hipaxine
Leucotriena Resolvina
Pré-inflamatério : Anti-inflamatério
Apoptose de PMN Eferocitose
Estimulo Pré-resolucéo

mﬂamatorlo

2 & pey
@ .é,} @ LS gﬁgog? @

() @ /‘“:,‘:::z?

Recrutamento vasos
Rce,ti’r:t;m;nt de monécitos \1/ Recrutamento de PMN linfaticos
:-T-}.@-:-l-i 2L Sk JE 3K 3K 3K 3K 3

Z'-;-I L JEK _JEK 3K _JK 3K 3K 3K 3K 3K 3K 3K 0

Figura 2. Processo de resolucdo da inflamacdo (modificada de LEE & SURH,
2012).
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O processo inflamatério é coordenado, principalmente, por mediadores
lipidicos provenientes de &cidos graxos poliinsaturados do tipo ©6mega-6,
especialmente, a partir de derivados do acido araquidbnico, tais como as
prostaglandinas, leucotrienas e lipoxinas. Porém, no decorrer desse processo, ha
também a participacdo dos mediadores lipidicos derivados de &cidos graxos
poliinsaturados do tipo 6mega-3, tais como as resolvinas, protectinas e maresinas
(revisado por LEE & SURH, 2012). Esses ultimos mediadores, bem como as
lipoxinas, sdo produzidos endogenamente e constituem diferentes familias de
“‘mediadores lipidicos pré-resolutivos especializados” (SPMs) (BANNENBERG &
SERHAN, 2010; SERHAN et al.,, 2015). Tais substancias apresentam tanto
propriedades anti-inflamatérias como proé-resolutivas, embora ainda ndo esteja
definida claramente a diferenca entre tais propriedades, como se depreende do
trabalho apresentado recentemente por eminentes cientistas na area (BUCKLEY et
al., 2013).

O termo “resolvina” foi atribuido a partir do inglés resolution-phase interaction
products (produtos de interacdo da fase de resolugdo) e foi primeiramente
introduzido para demonstrar que estes novos compostos sdao mediadores
enddgenos, encontrados em exsudatos na fase de resolucdo do processo
inflamatério e que apresentam potentes acbes anti-inflamatérias e
imunorregulatérias (SERHAN et al., 2002).

Conforme mencionado, os SPMs originam-se a partir do acido araquidonico,
no caso das lipoxinas (LXs), e a partir dos acidos graxos poliinsaturados do tipo
Omega-3, sendo que os compostos derivados do acido eicosapentaendico (EPA) séo
designados como resolvinas da série E (RVES), enquanto os que sao formados a
partir do acido docosahexaendico (DHA) sdo denominados resolvinas da série D
(RvDs), protectinas (PDs) ou maresinas (MaRs), conforme ilustrado na Figura 3
(CHRISTIE, 2014; SERHAN, 2014; SERHAN & CHIANG, 2008; KOHLI & LEVY,
2009).

A seguir sera dado destaque para os efeitos da sintese enddgena da
resolvina E1 (RvE1), resolvina D1 (RvD1) e da protectina DX (PDX), que foram alvos

de estudo do presente trabalho.
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Acido araquidénico Acido eicosapentaenodico Acido docosahexaenodico
(AA) (EPA) (DHA)
Prostaglandinas Lipoxinas (LXs) Resolvinas da Protectinas Resolvinas da Maresinas
Leucotrienas série E (PDs) série D (MaRs)
(RvEs) (RvDs)

Anti-inflamatorio

Pré-inflamatorio Troca de classe de mediador lipidico

Resolucdo da inflamacdo (Tempo) Pro-resolucao

Figura 3. Mediadores pro-resolutivos especializados biossintetizados a partir
de seus respectivos acidos graxos poliinsaturados (modificada de SERHAN et
al., 2015).

A formacéo de resolvinas da série E acontece mediante a interacéo de células
endoteliais e leucdcitos, conforme apresentado na Figura 4. Em células endoteliais
humanas durante a inflamagéo, a aspirina acetila a enzima ciclooxigenase 2 (COX-
2) que promove a conversdo de EPA em acido 18R-hidroxieicosapentaendico (18R-
HEPE). Durante as interagfes célula-célula, o intermediario (18R-HEPE) é liberado
para leucdcitos vizinhos e, consequentemente, convertido pela 5-lipoxigenase (5-
LOX) no produto biologicamente ativo 5S,12R,18R-trihidroxi-6Z,8E,10E,14Z,16E-
acido eicosapentaendico ou resolvina E1. Caso o intermediario sofra uma reducéao,
sera originado um composto diferente, denominado resolvina E2. A estereoquimica
especifica da RVE1 € necessaria para a ativacdo do seu receptor e, portanto, para a
sua atividade biolégica (ARITA et al., 2005a; SERHAN et al., 2000).

Estudos demonstraram que a producdo de RvVE1l aumenta com o uso de
aspirina, no entanto, quantidades significativas de RvE1l também sdo produzidas na
auséncia de aspirina, ja que o citocromo P450 também é capaz de gerar 18R-HEPE
a partir de EPA, podendo entdo ser convertido pelas células PMN humanas em
RVE1 (ARITA, CLISH and SERHAN, 2005).
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Até agora, sabe-se que para controlar a inflamacao e promover a resolucao, a
resolvina E1 liga-se a dois receptores acoplados a proteina G presentes em tipos
celulares distintos, que sdo: ChemR23 em células mononucleares e células
dendriticas, e BLT1 em PMNs humanos, como pode ser observado na Figura 4. O
primeiro € responsavel por atenuar o fator nuclear (NF)-kB, que desempenha
importante papel na inflamagé&o, induzindo a sintese de citocinas, quimiocinas e
outras proteinas pro-inflamatérias, e o segundo atua reduzindo a liberacdo de
mediadores proé-inflamatérios dependentes da ativacdo de leucotriena B4 (LTB,)
(ARITA et al., 2005a; CAMPBELL et al., 2007). Estudos demonstraram que a ligagao
especifica de RvVvE1l a PMNs humanos é deslocada por LTBs e U-75302, um
antagonista do receptor 1 de LTB4 (BLT1), mas néo pelo peptideo chemerina, um
ligante especifico do outro receptor de RvE1 ChemR23 (ARITA et al., 2007).
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Figura 4. Biossintese de resolvinas da série E (modificada de SERHAN &
CHIANG, 2008).
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A formacdo de resolvinas da série D ocorre a partir do DHA e ja esta
estabelecido que a biossintese da resolvina D1 (RvD1) envolve uma série de
reacoes de oxigenacao pelas enzimas 15-LOX e 5-LOX, conforme apresentado na
Figura 5. A enzima 15-LOX promove a conversdo de DHA em acido 17S-
hidroxidocosahexaenoico (17S-HDHA), que por sua vez é convertido pela 5-LOX no
produto biologicamente ativo 7S,8R,17S-trihidréxi-4Z,9E,11E,137,15E,19Z-4cido
docosahexaendico ou resolvina D1 (SUN et al., 2007; KOHLI & LEVY, 2009).

Recentemente, foi identificado que para promover os seus efeitos pro-
resolutivos, a RvD1 pode-se ligar a dois tipos de receptores acoplados a proteina G.
Esses receptores sdo: o receptor ALX/FRP2 (receptor de lipoxina A;) e o receptor
orfao GPR32 (KRISHNAMOORTHY et al., 2010).
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Figura 5. Biossintese de resolvinas da série D (modificada de SERHAN &
CHIANG, 2008).
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Em relacdo a formacdo das protectinas, elas também sédo provenientes do
DHA e, assim como na biossintese das resolvinas da série D, envolve a etapa de
conversdo do DHA em acido 17S-hidroxidocosahexaenoico (17S-HDHA) pela
enzima 15-LOX. Para a formacéo da PDX, segue-se mais uma etapa de oxigenacao
pela mesma enzima, gerando o produto 10S,17S-dihidroxi-docosa-
47,7Z,11E,13Z,15E,19Z-4cido hexaendico ou protectina DX (Figura 6) (CHEN et. al.,
2009; BUTOVICH, 2005). A PDX é um isémero da PD1 e difere dessa nos seguintes
aspectos: (i) na quiralidade do grupo 4alcool no carbono-10 que é
predominantemente na configuragdo 10R em PD1 e 10S em PDX; (ii) na geometria
das trés duplas ligacBes conjugadas que estd na configuracdo 11E, 13E, 15Z em
PD1 e 11E, 13Z, 15E em PDX; e (iii) quanto a poténcia, sendo a PD1 mais potente
gue PDX (CHEN et al., 2009; SERHAN et al., 2006).
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Trabalhos de pesquisa envolvendo as atividades das resolvinas e das
protectinas evidenciaram que essas moléculas possuem efeito anti-inflamatério em
concentracdes na faixa de picomolar a hanomolar. Esses lipides foram testados in
vivo e in vitro em uma ampla variedade de modelos experimentais e esta bem
estabelecido que eles integram 0 mecanismo molecular que contribui para a
remocdo de células inflamatérias e a restauracdo da integridade do tecido
(CHRISTIE, 2014; LEE & SURH, 2012). Inclusive, alguns desses mediadores ja
estdo sendo avaliados em estudos clinicos, como € o caso de um analogo da
resolvina E1 (RX-10045) no qual estad em curso um estudo clinico de fase Il contra
olho seco, ja que no estudo de fase Il esse anadlogo demonstrou uma melhora nos
sintomas dessa condicdo (LEE, 2012; CHRISTIE, 2014).

A RVE1 demonstrou a capacidade de inibir a atividade de diversas células,
como a migragdo e a quimiotaxia de neutrdfilos, a inibicdo da producéo e sintese de
diversas citocinas pro-inflamatérias em células dendriticas, e a ativacdo da
fagocitose de PMNs apoptéticos por macréfagos (CAMPBELL et al.,, 2007; SEKI,
TANI and ARITA, 2009). Além dessas acdes in vitro, também se observou um efeito
protetor da RvEl in vivo, mediante a avaliacdo desse composto em modelos
experimentais tais como: peritonite (BANNENBERG et al., 2005), periodontite
(HASTURK et al., 2006), colite (ARITA et al., 2005b), asma (AOKI et al., 2008; AOKI
et al., 2010) e em modelo de olho seco (LI et al., 2010; DE PAIVA et al., 2012).

Assim como para a RvE1l, a RvD1 também tem a capacidade de inibir a
infiltracdo de PMNs e a secrecdo de citocinas pro-inflamatorias, e promover a
infiltracdo de mondcitos e a fagocitose (LEE & SURH, 2012). O efeito pro-resolucéao
da RvD1l estad correlacionado a polarizacdo de macrofagos para o fenétipo M2
(TITIOS et al.,, 2011). Foram demonstrados os efeitos pro-resolutivos da RvD1
também em modelos experimentais in vivo, tais como: peritonite (SUN et al., 2007),
obesidade induzida por diabetes (HELLMANN et al., 2011), lesdo de nervo periférico
(HUANG et al., 2011), isquemia renal (DUFFIELD et al., 2006) e retinopatia
(CONNOR et al., 2007).
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A PDX é um isébmero biologicamente menos ativo que a PD1 em relacdo aos
mecanismos de resolucdo da inflamacdo. No entanto, a PDX também € um
mediador endégeno encontrado em exsudato inflamatorio no modelo de peritonite
em murinos, porém ela esta presente em quantidades muito baixas. Dentre as acdes
relacionadas a PDX estdo: a inibicAo da agregacdo plaquetaria induzida por
coldgeno; a inibicdo da migracdo de neutréfilos em um modelo de peritonite em
murinos; a inibicdo da producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e da
atividade da COX em neutréfilos humanos (SERHAN et al., 2006; CHEN et al., 2009;
CHEN et al., 2011; LIU et al., 2014).

Além dos efeitos positivos para a resolucao da inflamacéo promovidos pelos
mediadores pro-resolutivos especializados, sabe-se também que os precursores
desses mediadores (0os acidos graxos poliinsaturados, especialmente os do tipo
omega-3 EPA e DHA) também podem contribuir para um efeito anti-inflamatorio.
Estudos demonstraram que pelo menos alguns dos efeitos anti-inflamatérios
conhecidos dos &cidos graxos 6mega-3 sdo mediados por sua interacdo com
receptores acoplados a proteina G, mais especificamente a proteina G 120 (GPR
120) (OH et al., 2010; OH & LAGAKOS, 2011).

Recentemente, verificou-se que alguns dos receptores acoplados a proteina
G, dentre eles 0 GPR40, GPR41, GPR43, GPR84 e GPR120, podem ser ativados
por acidos graxos livres. Sendo que os acidos graxos de cadeia curta ativam GPR41
e 43 (TAZOE et al., 2008), os de cadeia média 0 GPR84 (WANG et al., 2006) e os
de cadeia longa, particularmente os da familia 6mega-3 (EPA e DHA), sdo agonistas
dos receptores GPR40 e GPR120 (ITOH et al., 2003; HIRASAWA et al., 2005; OH et
al., 2010; BRISCOE et al., 2003), exercendo assim seus efeitos anti-inflamatorios.

Dentre os varios modelos experimentais, os modelos de edema e hiperalgesia
da pata de ratos induzidos pela carragenina (DI ROSA, 1972; VINEGAR et al., 1987)
foram demonstrados por MUKHERJEE et al. (1996) serem os modelos mais
adequados, dada sua previsibilidade para a detec¢céo e desenvolvimento de (novos)
medicamentos anti-inflamatérios eficazes no homem. Fato que comprova a
utilizacdo desses modelos para o desenvolvimento de medicamentos foram o0s
estudos clinicos dos inibidores seletivos da COX-2: celecoxibe e rofecoxibe, os quais

utilizaram como parametro para a avaliacdo do efeito desses medicamentos 0s
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modelos mencionados acima (PENNING et al.,, 1997; CHAN et al., 1999). Nesse
sentido, o estudo sistematico de novos compostos com atividade anti-inflamatéria e

analgésica potencial em tais modelos experimentais € uma consequéncia racional.

Por outro lado, mediadores inflamatorios conhecidos como a histamina, a
serotonina, a substancia P e a prostaglandina E, provocam edema e/ou hiperalgesia.
Nesse sentido, desconhece-se a atividade das resolvinas e das protectinas sobre a

acado pré-inflamatdéria e hiperalgésica desses mediadores.

Constituira objetivo geral desse trabalho, portanto, estudar o efeito dos
mediadores lipidicos pro-resolutivos especializados resolvina E1, resolvina D1 e
protectina DX nos mesmos modelos experimentais de edema e hiperalgesia na pata
de ratos frente a diferentes estimulos, com vistas ao conhecimento da atuacéo
bioldgica desses novos compostos nesses modelos, e ao desenvolvimento de novos

medicamentos anti-inflamatorios.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Estudar o efeito farmacologico de trés mediadores lipidicos pro-resolutivos
especializados (resolvina E1, resolvina D1 e protectina DX), administrados
perifericamente na pata de ratos, em modelos experimentais de inflamacéo e dor
agudas, utilizando agonistas e antagonistas reconhecidos, disponiveis

comercialmente.

2.2 Objetivos especificos

1. Reproduzir curvas dose-resposta de edema e nocicepcdo a carragenina na

pata de ratos Holtzman e Wistar, descritas na literatura;

2. Verificar o efeito do tratamento utilizando os citados fatores resolutivos nos
modelos de edema e nocicepcdo induzidos por carragenina, sob diferentes

condi¢cBes experimentais;

3. Comparar os efeitos obtidos com os fatores resolutivos nestes modelos
utilizando a carragenina, com seus efeitos sobre as respostas aos mediadores

inflamatorios histamina, serotonina, substancia P e prostaglandina E;;

4. Comparar o efeito da administracao local dos fatores resolutivos com o efeito
produzido pelos anti-inflamatorios n&o-esterdides indometacina e celecoxibe,
e o esterdide dexametasona nos modelos de edema e nocicepc¢ao induzidos

por carragenina na pata de ratos;
5. Verificar se receptores especificos estdo envolvidos nas a¢des da resolvina

E1l;

6. Detectar quimicamente, através de cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC), a presenca dos citados fatores resolutivos nas amostras comerciais

em estudo.
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3. JUSTIFICATIVA

A inflamacdo estd associada com a patogénese de diversas doencas
prevalentes na atualidade, tais como a aterosclerose, cancer, asma, doencas
autoimunes e varias desordens neuroldgicas, como as doencas de Alzheimer e

Parkinson.

Atualmente o tratamento farmacolégico da inflamacéo é feito com agentes
anti-inflamatérios classicos, como os anti-inflamatoérios nao esterdides (AINES) e os
esterdides (AIEs). Esses medicamentos sdo capazes de inibir a liberacdo de
mediadores pro-inflamatérios e, portanto, proporcionam alivio dos sintomas
decorrentes da inflamacdo. Porém, eles ndo sdo capazes de reverter em sua
totalidade as condicGes patoldgicas presentes nas varias desordens inflamatdrias.
Além disso, a utilizacdo de AINEs no tratamento de doencas inflamatorias foi
questionado devido a ocorréncia de graves efeitos adversos decorrentes da
utilizacdo crénica de inibidores seletivos de ciclooxigenase tipo 2, pertencentes

aguele grupo farmacoldégico.

Assim, a recente descoberta dos mediadores pré-resolutivos especializados,
dadas suas atividades anti-inflamatorias e pro-resolutivas, surge como alternativa
farmacoldgica que visa acelerar o processo de resolucdo da inflamacédo a fim de
prevenir o surgimento e complicacdo de doencas crénicas como as aqui discutidas,
justificando os objetivos do presente trabalho. Além disso, terapias que possam
restaurar a homeostase do organismo se tornam mais interessantes do que a
inibicdo da resposta inflamatéria por meio de drogas, que muitas vezes estédo

relacionadas a efeitos adversos pronunciados.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

Para os experimentos iniciais foram utilizados ratos da linhagem Holtzman,
com peso de 150-180 gramas. Também foram realizados experimentos utilizando

ratos Wistar, com 0 mesmo peso.

Os animais foram fornecidos pelo Centro de Bioterismo do Instituto de
Ciéncias Bioldgicas (CEBIO) da UFMG e mantidos, em numero de 5 a 7 por caixa,
no biotério do Departamento de Farmacologia da UFMG, com ciclo claro-escuro de
12h (07:00-19:00 h) e livre acesso a racdo e agua. No dia anterior ao dia da
realizacdo dos experimentos, 0s animais permaneceram na sala de experimentacao

para adaptacgéo.

Os procedimentos com animais foram aprovados pela Comissdo de Etica no
Uso de Animais (CEUA) da UFMG, com protocolos de n° 199/2014 e 376/2014

(Anexo I).

4.2 Drogas e reagentes

1. Alcool etilico absoluto P.A. (etanol) (Cromoline Quimica Fina, Sdo Paulo,

Brasil)
2. AH 7614 (Cayman Chemicals)
3. Carragenina A tipo IV (SIGMA, St. Louis, MO, EUA)
4. Celecoxibe (Pfizer, Guarulhos, Sao Paulo, Brasil)
5. Dexametasona (Aché Laboratorios Farmacéuticos S.A., Brasil)
6. DMSO (LABSYNTH, Diadema, Sao Paulo, Brasil)
7. GW 1100 (Cayman Chemicals)

8. Histamina (Carlo Erba, Italia)
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9. Indometacina (SIGMA, Séo Paulo, Brasil)
10.Prostaglandina E, (Cayman Chemicals)
11.Protectina DX (Cayman Chemicals)
12.Resolvina D1 (Cayman Chemicals)
13.Resolvina E1 (Cayman Chemicals)
14.Serotonina (SIGMA, St. Louis, MO, EUA)

15.Solucdo aquosa de cloreto de sodio (NaCl) estéril a 0,9% (salina fisiologica

estéril) (Equiplex Industria Farmacéutica, Goias, Brasil)
16.Substancia P (SIGMA, St. Louis, MO, EUA)
17.Trizma Base (SIGMA, St. Louis, MO, EUA)

18.U-75302 (Cayman Chemicals)

4.3 Preparo de solucdes

1. AH 7614 (Cayman Chemicals)

O AH 7614, um antagonista seletivo do receptor FFAR4/GPR120, foi utilizado
na dose de 99 nmol (34,8 ug). Para isso, foi feita uma solucdo estoque de AH 7614
de 4 mg/mL em etanol, a partir da qual foram retiradas aliquotas para fazer as
solucbes com a dose citada. Tanto a solucdo estoque quanto as aliquotas foram
mantidas a -20°C. Antes das injecdes, as aliquotas foram descongeladas e entdo

diluidas em salina, para obtencdo da dose desejada.
2. Solucao de carragenina (CG)

As doses de CG utilizadas na curva dose resposta foram 100, 500 e 1000 pg.
Para isso, a CG foi preparada nas concentracoes de 1, 5 e 10 mg/mL em salina

fisioldgica estéril e mantida a 5°C.
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3. Solucéo de celecoxibe (CX)

O CX é um anti-inflamatério ndo esteroidal (AINE) inibidor seletivo da
ciclooxigenase (COX) - 2 e foi utilizado na dose de 30 mg/kg (FRANCISCHI et al.,
2002). Para isso, preparou-se uma solucao de 30 mg/mL em salina fisiologica estéril

no dia da sua utilizacao.
4. Solugéo de dexametasona (DEXA)

A DEXA é um anti-inflamatério esteroidal (AIE) e foi utilizada na dose de 1
mg/kg (FRANCISCHI et al., 1996). Para isso, preparou-se uma solugdo de 1 mg/mL

em salina fisioldgica estéril no dia da sua utilizacao.
5. GW 1100 (Cayman Chemicals)

O GW 1100, um antagonista seletivo do receptor FFAR1/GPR40, foi utilizado
nas doses de 96 e 192 nmol (50 e 100 ug, respectivamente) (BRISCOE et al, 2006).
Para isso, foi feita uma solucao estoque de GW 1100 de 5 mg/mL em etanol, a partir
da qual foram retiradas aliquotas para fazer as solu¢cdes com as doses citadas.
Tanto a solucdo estoque quanto as aliquotas foram mantidas a -20°C. Antes das
injecbes, as aliquotas foram descongeladas e entdo diluidas em salina, para

obtencéo da dose desejada.
6. Solucao de histamina (H)

As doses de H utilizadas na curva dose resposta foram 54, 109 e 543 nmol
(10, 20 e 100 ug respectivamente). Para isso, foi feita uma solucéo estoque de H de
1000 pg/mL em salina fisioldgica estéril, a partir da qual foram retiradas aliquotas
para fazer as solu¢cdes com as doses citadas. Tanto a solucdo estoque quanto as
aliguotas foram mantidas a -20°C. Antes das inje¢des, as aliquotas foram

descongeladas e entdo diluidas em salina, para obtencdo da dose desejada.
7. Solucéo de indometacina (INDO)

A INDO é um AINE néo seletivo para COX e foi utilizada na dose de 4 mg/kg
(FRANCA et al., 2006). Para isso, preparou-se uma solucdo de 4 mg/mL em tampao

Tris (0,1 mol L™ pH = 8,0) no dia da sua utilizacao.
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8. Prostaglandina E; (PGE>)

As doses de PGE; utilizadas na curva dose resposta foram 0,6, 1,0 e 6,0 nmol
(0,2, 0,4 e 2,0 pg, respectivamente). Para isso, foi feita uma solucdo estoque de
PGE; de 1000 pg/mL em etanol, a partir da qual foram retiradas aliquotas para fazer
as solucdes com as doses citadas. Tanto a solucdo estoque quanto as aliquotas
foram mantidas a -20°C. Antes das injecdes, as aliquotas foram descongeladas e

entdo diluidas em salina, para obtencao da dose desejada.
9. Protectina DX (PDX)

As doses de PDX utilizadas na curva dose resposta foram 70, 285, 570 pmol
(25, 103 e 205 ng, respectivamente). Para isso, foi feita uma solugéo estoque de
PDX de 100 ug/mL em etanol, a partir da qual foram retiradas aliquotas para fazer
as solucdes com as doses citadas. Tanto a solucdo estoque quanto as aliquotas
foram mantidas a -20°C. Antes das injecGes, as aliquotas foram descongeladas e

entdo diluidas em salina, para obtencao da dose desejada.
10.Resolvina D1 (RvD1)

As doses de RvD1 utilizadas na curva dose resposta foram 285, 570 e 1140
pmol (107, 214 e 430 ng, respectivamente). Para isso, foi feita uma solucédo estoque
de RvD1 de 100 ug/mL em etanol, a partir da qual foram retiradas aliquotas para
fazer as solugcdes com as doses citadas. Tanto a solugcdo estoque quanto as
aliquotas foram mantidas a -80°C. Antes das injecGes, as aliquotas foram

descongeladas e entdo diluidas em salina, para obtencao da dose desejada.
11.Resolvina E1 (RVE1)

As doses de RVEL utilizadas na curva dose resposta foram 57, 285 e 570
pmol (20, 100 e 200 ng, respectivamente). Para isso, foi feita uma solu¢do estoque
de RVE1 de 20 uyg/mL em etanol, a partir da qual foram retiradas aliquotas para fazer
as solucdes com as doses citadas. Tanto a solucdo estoque quanto as aliquotas
foram mantidas a -80°C. Antes das inje¢des, as aliquotas foram descongeladas e

entdo diluidas em salina, para obtencdo da dose desejada.
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12.Serotonina (5-HT)

As doses de 5-HT utilizadas na curva dose resposta foram 5 e 24 nmol (1 e 5
Mg, respectivamente). Para isso, foi feita uma solugdo estoque de 5-HT de 500
Mg/mL em salina fisiologica estéril, a partir da qual foram retiradas aliquotas para
fazer as solucdes com as doses citadas. Tanto a solucdo estoque quanto as
aliguotas foram mantidas a -20°C. Antes das injecdes, as aliquotas foram
descongeladas e entdo diluidas em salina, para obtencao da dose desejada.

13.Substancia P (SP)

As doses de SP utilizadas na curva dose resposta foram 0,7, 4,0 e 37 nmol (1,
5 e 50 pg, respectivamente). Para isso, foi feita uma solucéo estoque de SP de 500
Mg/mL em salina fisiol6gica estéril, a partir da qual foram retiradas aliquotas para
fazer as solucdes com as doses citadas. Tanto a solucdo estoque quanto as
aliquotas foram mantidas a -20°C. Antes das injecGes, as aliquotas foram

descongeladas e entdo diluidas em salina, para obtencao da dose desejada.
14.U-75302

O U-75302, um antagonista seletivo do receptor BLT1 (receptor 1 de
leucotriena By,), foi utilizado na dose de 8 nmol (3 pug) (ARITA et al., 2007; GOMIDES
et al, 2012). Para isso, foi feita uma solucdo estoque de U-75302 de 500 pg/mL em
etanol, a partir da qual foram retiradas aliquotas para fazer as solucbes com a dose
citada. Tanto a solugdo estoque quanto as aliquotas foram mantidas a -20°C. Antes
das injecdes, as aliquotas foram descongeladas e entdo diluidas em salina, para

obtencéo da dose desejada.

4.4 Vias de administracao das drogas

1. Intraplantar (i.pl.)

Os agentes flogogénicos (carragenina, histamina, serotonina, substancia P e
prostaglandina E;), o0os agentes sob teste de atividade anti-inflamatéria e
antinociceptiva (resolvina E1, resolvina D1 e protectina DX), assim como 0S
antagonistas (U-75302, GW 1100 e AH 7614) foram todos administrados
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subcutaneamente na superficie plantar da pata posterior direita do rato, em um

volume de 0,1 mL.
2. Subcutanea (s.c.)

Os agentes anti-inflamatorios e/ou analgésicos utilizados como padrdo de
referéncia (indometacina, celecoxibe e dexametasona) foram administrados
subcutaneamente no dorso da regido cervical do animal, em um volume de 0,1 mL

de solugéo para cada 100 g de animal.

4.5 Medidas de edema de pata

Para a avaliacdo do volume da pata foi utilizado o pletismémetro modelo 7140
(UGO BASILE, ltalia). Esse aparelho € constituido basicamente por duas cubas
interligadas (sistema de vasos comunicantes) e preenchidas com uma solucao
eletrolitica, além do visor digital e um pedal. O pletismdmetro é utilizado para
registrar o volume de liquido deslocado em resposta a introducao da pata de animais
experimentais em uma das cubas do sistema. A outra cuba contém um transdutor
capaz de detectar, de forma precisa, pequenas quantidades de liquido deslocado,

cujo valor é indicado no visor digital em mililitros (mL).

Na realizacéo do teste, faz-se a contencao do animal em posi¢cao vertical com
uma das maos do experimentador, enquanto a pata a ser estudada € mergulhada
em uma das cubas do aparelho conforme representado na Figura 7. Quando a pata
do animal é introduzida na cuba de medida até a articulagéo tibio-tarsica, o pedal é
pressionado pelo experimentador, que fixa, dessa forma, o valor do volume
observado no visor digital. E importante ressaltar que a introducéo da pata na cuba é
sempre feita até a articulagéo tibio-tarsica para que ndo haja diferenca no volume

devido a uma maior ou menor imersao da pata pelo experimentador.

Na experimentacdo, faz-se a medida em triplicata, do volume das patas
posteriores do animal antes da administracdo de qualquer substancia (medida do
volume basal) e em intervalos definidos, de acordo com cada estimulo flogogénico

utilizado, ap6s sua administracdo. Calcula-se entdo a diferenca (A) entre a média do



44

volume da pata direita e a média do volume da pata esquerda, em mL, encontrando-
se assim o aumento do volume, aqui descrito como edema, obtido na pata para cada

tempo.

Vale ressaltar que, a titulo de comparacao, em um experimento foi realizado o
calculo do A como sendo a diferenga entre a média do volume da pata para cada
tempo apdés a administracdo do estimulo flogogénico e a média do volume basal,
ambos da pata direita, encontrando-se assim o edema obtido na pata para cada

tempo.

Figura 7. Introducéo da pata do rato na cuba do pletismdmetro para medida do
edema (Retirada de UGO BASILE - Plethysmometer).

4.6 Medida de desenvolvimento de nocicepc¢do na pata de ratos

Para realizar a medida do limiar nociceptivo foi utilizado o teste de retirada de
pata submetida a compressao, originalmente descrito por Randall & Selitto (1957).
Esse teste se baseia na utilizacdo de um analgesimetro modelo 7200 (UGO BASILE,
Itélia), aparato capaz de medir a sensibilidade de ratos a pressdo exercida na
superficie de suas patas, por um peso (em gramas) cujo valor aumenta a uma taxa

constante, através de um dispositivo movido por um motor (Figura 8).
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Figura 8. Analgesimetro - aparato utilizado para realizar a medida do limiar

nociceptivo na pata de ratos.

Na realizacédo do teste, faz-se a contencdo do animal em posi¢cado horizontal
sobre a bancada com uma das maos do experimentador, enquanto a superficie
plantar da pata a ser estudada é exposta e posicionada sob a parte compressora do

aparelho, como representado na Figura 9.

Figura 9. Pata do rato submetida a parte compressora do analgesimetro para
medida do limiar nociceptivo em resposta ao estimulo mecéanico aplicado a

superficie plantar.

Ao colocar a pata do animal na parte compressora, 0 experimentador aciona
um pedal e a intensidade da presséo exercida sobre a pata aumenta a uma taxa

constante de 32 g/s. Ao observar uma resposta comportamental nociceptiva tipica
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do animal, caracterizada pela retirada ou tremor da pata, taquicardia e pélo eri¢cado,
0 experimentador desaciona o pedal e verifica, na escala numérica do aparelho, a
quantidade de peso suportada pelo animal (em gramas), definida entdo, como o
limiar nociceptivo. A escala numérica do aparelho é expressa como 20 g/cm da

régua.

E importante salientar que o animal passa por uma ambientalizacdo ao
aparelho no dia anterior ao teste. Esse processo consiste em submeter a pata do
animal ao aparelho dez vezes, até que ele ndo apresente uma reacdo de fuga a
condicdo aversiva a que foi exposto. Dessa forma, no dia do teste o animal
apresentara o movimento de retirada da pata devido a uma resposta nociceptiva e

ndo como fuga a condicdo aversiva imposta.

No dia do experimento, faz-se a medida em triplicata, do limiar nociceptivo
das patas posteriores do animal antes da administracdo de qualquer substancia
(medida do limiar nociceptivo basal) e em intervalos definidos, de acordo com cada
estimulo flogogénico utilizado, apds sua administracdo. Calcula-se entdo a diferenca
(A) entre a média do limiar nociceptivo da pata direita e a média do limiar nociceptivo
da pata esquerda, em gramas, encontrando-se assim o limiar nociceptivo obtido na

pata para cada tempo.

Assim como para a medida de edema, realizou-se um experimento calculando
o A como sendo a diferenca entre a média do limiar nociceptivo da pata para cada
tempo apo6s a administracdo do estimulo flogogénico e a média do limiar nociceptivo
basal, ambos da pata direita, encontrando-se assim o limiar nociceptivo obtido na

pata para cada tempo.

4.7 Protocolo experimental

4.7.1 Estimulos flogogénicos

Nos experimentos utilizando a carragenina e a prostaglandina E, fez-se a

medida do volume e limiar nociceptivo basal (antes da administragdo de qualquer
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substancia) das patas posteriores do animal e também nos tempos 15 e 30 min, 1, 2,
3, 4, 6 e 24 h apds a injecdo i.pl. do estimulo no tempo zero (Esquema 1). E
importante salientar, que a curva dose-resposta a carragenina também foi realizada
com ratos Wistar, da mesma maneira como explicado para a linhagem Holtzman,

para comparacao entre as linhagens.

Para os experimentos utilizando a histamina, serotonina e substancia P foi
realizado o mesmo procedimento descrito acima, porém a medida do volume e limiar
nociceptivo apos a injecao do estimulo foi feita nos tempos 5, 15 e 30 min, 1, 2, 4 e
24 h (Esquema 2).

Basal 0 15 min 30 min 1h 2h 3h 4h 6h 24h
Medida do Injecao i.pl. de
volume e limiar CG ou PGE; | Medidas do volume e limiar nociceptivo das patas |
nociceptivo (0,1 mL)

Esquema 1. Escala temporal de avaliacdo do efeito da carragenina e

prostaglandina E; na inducdo de edema e nocicepcao na pata de ratos.

Basal 0 S5min  15min 30 min 1h 2h 4h 24h
Medida do Injecéo i.pl. de

volume e limiar H ou 5-HT ou |

) ) Medidas do volume e limiar nociceptivo das patas |
nociceptivo SP (0,1 mL)

Esquema 2. Escala temporal de avaliacdo do efeito da histamina, serotonina e

substancia P nainducdo de edema e nocicep¢do na pata de ratos.

4.7.2 Agentes sob teste de atividade anti-inflamatoria e antinociceptiva

Nos experimentos utilizando a resolvina E1, resolvina D1 e a protectina DX
procedeu-se conforme descrito no item 4.7.1, e a administracdo desses lipides foi
realizada 10 minutos antes da injecdo do agente flogogénico no tempo zero. Os

tempos de medida do volume e limiar nociceptivo das patas utilizando a carragenina



48

e a prostaglandina E; como agente flogogénico estdo apresentados no Esquema 3

e, para os demais agentes flogogénicos, no Esquema 4.

Basal -10 min 0 15min 30 min 1h 2h 3h 4h 6h 24h
Medida do Injecao i.pl. de Injecéo i.pl. de
volume e RvE1 ou RvD1 ou CG ou PGE, | Medidas do volume e limiar nociceptivo das patas |
limiar PDX (0,1 mL) (0,1 mL)
nociceptivo

Esquema 3. Escala temporal de avaliacéo do efeito da RvVE1, RvD1 e PDX sobre
0 edema e nocicepc¢éao induzidos por carragenina ou prostaglandina E; na pata

de ratos.

E importante salientar que, a titulo de comparacdo da resposta entre
linhagens diferentes, foram realizados experimentos com a RVE1 e a RvD1 frente ao
edema e nocicepcéo induzidos por carragenina em ratos Wistar, da mesma maneira

como explicado para a linhagem Holtzman.

Basal -10 min 0 5 min 15 min 30 min 1h 2h 4h 24h
Medida do Injegdo i.pl. de Injecao ipl. de
voI_urpe € RVE1 ou RvD1 H ou 5-HT ou | Medidas do volume e limiar nociceptivo das patas |
limiar (0,1 mL) SP (0,1 mL)
nociceptivo

Esquema 4. Escala temporal de avaliacdo do efeito da RvVE1l e RvD1 sobre o
edema e nocicepcéao induzidos por histamina, serotonina ou substancia P na

pata de ratos.

Também foi realizado um experimento para verificar o efeito da combinacao
de resolvina E1 e resolvina D1 frente ao edema e nocicepcdo induzidos por
carragenina. Para isso, procedeu-se como descrito anteriormente, sendo que 10
minutos antes da injecdo da carragenina, foi administrado por via i.pl. 0,1 mL de
RVE1l imediatamente seguido de 0,1 mL de RvD1 na pata posterior direita do rato.
Os tempos de medida do volume e limiar nociceptivo das patas estdo apresentados

no Esquema 5.
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Basal - 10 min 0 15min 30 min 1h 2h 3h 4h 6h 24h
Medida do Injecéo i.pl. de Injecéo i.pl. de
volume e RvE1 (0,1 mL) + CG (0,1 mL) | Medidas do volume e limiar nociceptivo das patas |
limiar RvD1 (0,1 mL)
nociceptivo

Esquema 5. Escala temporal de avaliacdo do efeito da combinacdo de RvEl e
RvD1 sobre o edema e nocicepcao induzidos por carragenina na pata de ratos.

Além disso, o efeito do pos-tratamento com a resolvina E1 e a resolvina D1
frente ao edema e nocicepc¢ao induzidos por carragenina também foi estudado. Para
isso, procedeu-se conforme descrito no item 4.7.1, sendo que a administracdo da
RVE1 e da RvDL1 foi realizada apds 2h50 min da injecdo de carragenina (Esquema
6).

Basal 0 15min 30 min 1h 2h 3h 4h 6h 24h
Medida do Injecéo i.pl. de 2h50min
volume e CG (0,1 mL) Injecaoi.pl. de

limiar RvE1 ou RvD1
nociceptivo (0,1 mL)

‘ Medidas do volume e limiar nociceptivo das patas |

Esquema 6. Escala temporal de avaliacdo do efeito do pds-tratamento com
RVELl e RvD1 sobre o edema e nocicepc¢éao induzidos por carragenina na pata

de ratos.

4.7.3 Drogas anti-inflamatdrias e/ou analgésicas utilizadas como padrdo de

referéncia nos ensaios de edema e nocicep¢ao a carragenina

Nos experimentos utilizando a indometacina, o celecoxibe e a dexametasona
procedeu-se conforme descrito no item 4.7.1, sendo que a administracao s.c. desses
farmacos foi realizada 30 minutos antes da injecdo da carragenina. Os tempos de

medida do volume e limiar nociceptivo das patas estdo apresentados no Esquema 7.
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Basal - 30 min 0 15 min 30 min 1h 2h 3h 4h 6h 24h
Medida do Injecéo s.c. de Injecéoi.pl. de
vol_urpe e INDO /CX/ CG (0.1 mb) | Medidas do volume e limiarnociceptivo das patas |
limiar DEXA
nociceptivo (0,1 mL/100g)

Esquema 7. Escala temporal

de avaliacdo do efeito da indometacina,

celecoxibe e dexametasona sobre o edema e nocicepg¢do induzidos por

carragenina na pata de ratos.

4.7.4 Estudo do envolvimento de receptores especificos nas acdes da
resolvina E1

Nos experimentos utilizando os antagonistas (U-75302, GW 1100 e AH 7614)
procedeu-se conforme descrito no item 4.7.1, sendo que a administracéo i.pl. desses
farmacos foi realizada no tempo de 5 (no caso do U-75302) e 15 minutos (para os
demais) antes da injecdo de RVE1, que por sua vez foi administrada 10 minutos
antes da carragenina. Os tempos de medida do volume e limiar nociceptivo das
patas estdo apresentados no Esquema 8 para o U-75302 e no Esquema 9 para o
GW 1100 e AH 7614.

Basal - 15 min - 10 min 0 15min 30 min 1h 2h 3h 4h Bh 24h
Medida do Inje¢do i.pl. Injecdo i.pl. Inje¢@o i.pl. de
volume e de U-75302 de RvE1 CG (0,1 mL) | Medidas do volume e limiar nociceptivo das patas |
limiar (0,1 mL) (0,1 mL)
nociceptivo

Esquema 8. Escala temporal de avaliagcédo do efeito de U-75302 sobre o edema
e nocicepcao induzidos por carragenina mediante o pré-tratamento com RvE1

na pata de ratos.
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Basal -25 min - 10 min 0 15 min 30 min  1h 2h 3h 4h 6h 24h
Medida do Injec&o i.pl. Injegdio i.pl. Injecéo i.pl. de
volume e de GW 1100 de RvE1 G 0.1 mlL) | Medidas do volume e limiar nociceptivo das patas |
limiar /AH 7614 (0,1 mL)
nociceptivo (0,1 mL)

Esquema 9. Escala temporal de avaliacdo do efeito de GW 1100 e AH 7614
sobre o edema e nocicepcdo induzidos por carragenina mediante o preé-

tratamento com RVEL na pata de ratos.

4.8 Analise cromatografica dos padrbes de resolvina E1, resolvina D1 e
protectina DX empregando cromatografia liquida de alta eficiéncia associada a

detector de absorbancia no ultravioleta visivel com arranjo de fotodiodos

Para certificar a pureza dos padrdes dos compostos de interesse em estudo
(resolvina E1, resolvina D1 e protectina DX) as trés substancias foram submetidas a
andlise por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) (ARITA et al., 2006; SUN
et al., 2007; CHEN et al., 2009). Para essa andlise foi empregado um cromatografo
acoplado a um detector de absorbéancia no ultravioleta e visivel com arranjo de
fotodiodos (UV-VIS-DAD), conforme descrito a seguir. Estes estudos foram
realizados no Departamento de Quimica do Instituto de Ciéncias Exatas da UFMG

sob a orientacdo dos Professores Rodinei Augusti e Ricardo Mathias Orlando.

A separacao foi realizada em um cromatografo liquido de alta eficiéncia
Finnigan SurveyorPlus da marca ThermoScientific equipado com auto injetor, forno
para coluna e detector de absorbancia no ultravioleta e visivel com arranjo de
fotodiodos (UV-VIS-DAD). A coluna empregada foi a coluna Zorbax Eclipse Plus
(Agilent, EUA) a base de silica hibrida de fase reversa (C18) de dimensdes de 150 x
4,6 mm, e particulas de 5,0 pm.

A fase movel consistiu de uma mistura de agua e acetonitrila ambos contendo
acido formico no teor de 0,01% (v/v). O modo de eluicdo empregado foi o gradiente

apresentado na Tabela 1.
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Tabela 1. Gradiente empregado na analise cromatografica dos padrdes

resolvina E1, resolvina D1 e protectina DX

Tempo % de 4gua contendo 0,1% | % de acetonitrila contendo

(minutos) (v/v) de acido formico 0,1% (v/v) de acido férmico
0,0 90 10
15,0 10 90
20,0 10 90
20,1 90 10
26,0 90 10

A eluicédo foi realizada a uma vazao de 1,0 mL / min, com o forno da coluna
ajustado para 40 °C. Os padrdes analisados foram preparados em solucdo de
etanol:solucéo cloreto de sodio 0,9% (1/ 10, v/v) na concentracao final de 1 ug / mL

de cada um dos padroées.

Um volume de 20 pyL de cada padrao foi injetado no minimo trés vezes no
sistema cromatografico e o espectro na faixa de 225 a 325 nm foi obtido durante

toda a corrida cromatografica que durou 26 minutos no total.

A obtencédo dos espectros de absor¢cdo assim como 0s cromatogramas e
tempos de retencdo dos compostos analisados foram obtidos utilizando o software

de tratamento de dados cromatograficos Xcalibur da ThermoScientific.

4.9 Andlise estatistica

Os animais foram distribuidos aleatoriamente entre 0s grupos experimentais e
controle. O programa GraphPad Prism 5.00 foi utilizado para a confec¢cdo dos

graficos e para a realiza¢do da andlise estatistica.
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Os resultados obtidos foram apresentados como a média + erro padrao da
média (EPM) de cada grupo de animais. Para os graficos temporais, os dados foram
submetidos a analise de variancia two-way ANOVA, seguida pelo teste de
Bonferroni. Para os gréaficos que correspondem a area sob a curva (AUC), os dados
foram submetidos ao teste t de Student. Foram considerados estatisticamente

significativos valores de p<0,05.
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5. RESULTADOS

5.1 Padronizacdo da resposta edematogénica e nociceptiva a carragenina na

pata de ratos

Inicialmente, foi estabelecido o padrdo de resposta edematogénica e
nociceptiva a carragenina na pata de ratos, com o objetivo de determinar a dose

desse estimulo a ser utilizada em experimentos posteriores.

Como pode ser observado na Figura 10, a carragenina nas doses de 100, 500
e 1000 pg / pata induziu edema e nocicep¢cdo de maneira dose-dependente nos
animais de experimentacao e o pico do efeito edematogénico e nociceptivo ocorreu

entre a terceira e a quarta hora (Figura 10a e 10b, respectivamente).

Para o célculo dos valores médios de edema e nocicep¢do em cada tempo,
considerou-se o calculo da diferenga (A) entre a média do edema e do limiar
nociceptivo da pata direita e a média do edema e do limiar nociceptivo da pata
esquerda para cada tempo, conforme apresentado na Figura 10. A Figura 11
apresenta o perfil edematogénico e nociceptivo utilizando a diferenca entre os
valores da média do edema e do limiar nociceptivo em cada tempo e a média do
edema e do limiar nociceptivo basal da pata correspondente. Embora a tendéncia da
resposta média de edema e nocicepcdo sob as duas condi¢cdes se mostrasse
semelhante, optamos pela descricdo da resposta edematogénica e nociceptiva

conforme apresentado na Figura 10, nos resultados subsequentes.
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Figura 10. Curva dose-resposta de edema e nocicepcao induzidos por
carragenina na pata traseira de ratos Holtzman. Carragenina (100, 500 e 1000
png/ 0,1 mL) foi injetada subcutaneamente na pata posterior direita do rato. Nos
animais controle (C) injetou-se 0,1 mL de salina fisiologica estéril. Os dados séo
apresentados como a média + EPM da diferenca de volume (edema) em (a) e da
diferenca na laténcia de retirada da pata em resposta ao estimulo mecanico em (b)
entre a pata direita e a esquerda nos diferentes tempos de medida. * p<0,05, **
p<0,01, *** p<0,001 indica diferenca estatisticamente significativa em relagcdo ao
grupo controle. * p<0,05 indica diferenca estatisticamente significativa em relacéo a

menor dose (100 pg). N=5/ grupo.
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Figura 11. Curva dose-resposta de edema e nocicepcao induzidos por

carragenina na pata traseira de ratos Holtzman tendo como padréo a resposta

basal dos animais. Carragenina (100, 500 e 1000 pg / 0,1 mL) foi injetada

subcutaneamente na pata posterior direita do rato. Nos animais controle (C) injetou-

se 0,1 mL de salina fisiolégica estéril. Os dados sédo apresentados como a média *

EPM da diferenca de volume (edema) em (a) e da diferenca na laténcia de retirada

da pata em resposta ao estimulo mecanico em (b) entre a pata direita apds a

administracdo do estimulo flogogénico e a pata direita basal nos diferentes tempos

de medida. * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 indica diferenca estatisticamente
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significativa em relacdo ao grupo controle. * p<0,05 indica diferenca estatisticamente

significativa em relagédo a menor dose (100 pg). N=5/ grupo.

O mesmo padrdo de resposta edematogénica e nociceptiva a carragenina
encontrado para os ratos Holtzman também foi verificado em ratos Wistar. A
carragenina nas doses utilizadas induziu edema e nocicepcdo de maneira dose-
dependente com pico de efeito edematogénico e nociceptivo entre a terceira e
quarta horas (Figura 12). Entretanto, uma nitida diferenca de intensidade de
hiperalgesia foi detectada, sendo esta menor nos ratos Wistar, comparados com 0s
ratos Holtzman, indicando maior sensibilidade hiperalgésica desta linhagem a
carragenina, em relacdo aos ratos Wistar. E importante salientar que na maior parte

do presente estudo, utilizou-se a linhagem Holtzman como referéncia.
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Figura 12. Curva dose-resposta de edema e nocicepcao induzidos por
carragenina na pata traseira de ratos Wistar. Carragenina (100, 500 e 1000 pug /
0,1 mL) foi injetada subcutaneamente na pata posterior direita do rato. Nos animais
controle (C) injetou-se 0,1 mL de salina fisiologica estéril. Os dados sao
apresentados como a média + EPM da diferenca de volume (edema) em (a) e da
diferenca na laténcia de retirada da pata em resposta ao estimulo mecénico em (b)
entre a pata direita e a esquerda nos diferentes tempos. * p<0,05, ** p<0,01, ***
p<0,001 indica diferencga estatisticamente significativa em relagdo ao grupo controle.
* p<0,05 indica diferenca estatisticamente significativa em relacdo a menor dose
(200 pg). N=5/ grupo.
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5.2 Efeito anti-inflamatorio e antinociceptivo das resolvinas E1 e D1 e da

protectina DX

Atendendo nossos objetivos iniciais, foram realizados ensaios com os lipides
derivados do acido eicosapentaendico (resolvina E1) e do acido docosahexaendico
(resolvina D1 e protectina DX), com a finalidade de verificar o efeito produzido pelo
tratamento com esses lipides em modelos de edema e hiperalgesia da pata de ratos
induzido por diferentes estimulos flogogénicos, entre eles: histamina, serotonina,
substancia P e prostaglandina E,. Curvas dose-resposta de edema e de hiperalgesia
a esses agentes foram construidas previamente para a escolha das doses efetivas
de referéncia, que por motivos de clareza, ndo serdo apresentadas neste trabalho.

5.2.1 Resolvina E1

5.2.1.1 Carragenina

Inicialmente, foi construida uma curva dose-resposta utilizando o pré-
tratamento com a RvE1 frente ao edema e nocicepg¢ao induzidos por carragenina
(Figura 13). O tempo utilizado para o pré-tratamento, 10 minutos antes da
administracdo do agente flogogénico, bem como a dose inicial de RvE1 (57 pmol),
foram obtidos de trabalhos na literatura, como o de XU et al., 2010. As doses
utilizadas foram 57 (20 ng), 285 (100 ng) e 570 pmol (200 ng) por pata.

Analisando-se o efeito do pré-tratamento com diferentes doses de RVE1l
frente ao edema induzido por carragenina, pode-se observar que a dose de 57 pmol
(Figura 13a) néo alterou a resposta e que as doses de 285 e 570 pmol (Figuras 13c
e 13e, respectivamente) reduziram significativamente o edema induzido por
carragenina. A reducdo do edema com a dose de 285 pmol se iniciou com 1 h apos
a administracdo da carragenina, apresentando 42% de reducdo na terceira hora,
enquanto na dose de 570 pmol a redu¢édo do edema teve inicio com 2 h e foi obtido
32% de reducao na terceira hora. Com relacdo a nocicepcédo, pode-se observar que
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apenas a dose de 285 pmol foi capaz de induzir reducdo da resposta hiperalgésica a
carragenina, sendo essa uma reducao de 53% na nocicepgdo apds a terceira hora
da administracao desse agente (Figura 13d).

Com base nos resultados descritos acima, fixou-se a dose de 285 pmol (100
ng) de RVE1 para a realizacdo dos ensaios subsequentes, ja que foi nesta dose que

houve a maior reducdo do edema e da nocicepc¢ao induzidos pela carragenina.

E importante ressaltar que a administracio de RVE1 sem a presenca de um
estimulo flogogénico néo alterou as respostas edematogénica e nociceptiva

fisiol6égicas nos animais de experimentacéo, conforme apresentado na Figura 14.
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Figura 13. Efeito dose-dependente da resolvina E1 sobre o edema e

nocicepcao induzidos por carragenina na pata de ratos. Resolvina E1 (RvVE1 57,

285 e 570 pmol / 0,1 mL) foi administrada 10 minutos antes da carragenina (100 ug /
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0,1 mL), ambas injetadas por via subcutdnea na pata posterior direita do rato. Os
animais do grupo controle (C) receberam o veiculo da RvE1 no mesmo tempo e pela
mesma via, e a carragenina na zero hora. Em (a) e (b) o veiculo utilizado foi o etanol
1%, em (c) e (d) etanol 5%, e em (e) e (f) etanol 10%. Os dados sao apresentados
como a média + EPM da diferenca de volume (edema) em (a), (c) e (e) e da
diferenca na laténcia de retirada da pata em resposta ao estimulo mecénico em (b),
(d) e (f) entre a pata direita e a esquerda nos diferentes tempos de medida. * p<0,05,
*** p<0,001 indica diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao grupo

controle. N=5 / grupo.
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Figura 14. Efeito da administragdo de resolvina E1 em patas n&o inflamadas.
Resolvina E1 (285 pmol / 0,1 mL) foi administrada 10 minutos antes da salina
fisiol6égica estéril (SAL, 0,1 mL), ambas injetadas por via subcutdnea na pata
posterior direita do rato. Os animais do grupo controle (C) receberam o veiculo da
RVE1 (etanol 5%) no mesmo tempo e pela mesma via, e a salina na zero hora. Os
dados séo apresentados como a média + EPM da diferenca de volume (edema) em
(a) e da diferencga na laténcia de retirada da pata em resposta ao estimulo mecéanico

em (b) entre a pata direita e a esquerda nos diferentes tempos de medida. N= 3-5.
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A partir da dose estabelecida de RvE1 (285 pmol), fez-se uma comparacéao do
efeito obtido entre as linhagens Holtzman e Wistar. Como pode ser observado na
Figura 15, os ratos Wistar se mostraram menos sensiveis ao pré-tratamento com
RVE1 para reducdo do edema e da nocicepcédo induzidos por 100 ug de carragenina

guando comparados aos ratos Holtzman.

Verificou-se também o efeito do pré-tratamento com 285 pmol de RVEL1 frente
ao edema e nocicepc¢ao induzidos por uma dose maior de carragenina (500 ug),
conforme apresentado na Figura 16. Como pode ser observado, a dose de 285 pmol
de RvEl foi capaz de reduzir apenas a nocicepc¢ao induzida por 500 ug de

carragenina, em 56%, apds 2 h da inje¢éo de carragenina (Figura 16b).

Além do pré-tratamento com a RvE1, também foi realizado o pos-tratamento
com a dose estabelecida (285 pmol) desta substancia. Nesse caso, a RvELl foi
administrada 10 minutos antes da terceira hora apds a administracao da carragenina
100 (Figura 17) e 500 ug (Figura 18), ja que ap6s 3h a carragenina exerce o pico do
seu efeito edematogénico e nociceptivo. Como pode ser observado na Figura 17, a
RVE1 ndo reduziu a resposta edematogénica e nociceptiva a 100 ug de carragenina.
No entanto, quando utilizada com 500 pg de carragenina, a RVE1l reduziu a
nocicepcao em 37% na terceira hora apdés a administracdo do agente flogogénico
(Figura 18b).
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Figura 15. Comparacéo do efeito do pré-tratamento com resolvina E1 sobre o
edema e nocicepc¢édo induzidos por carragenina na pata de ratos Holtzman e
Wistar. Resolvina E1 (285 pmol / 0,1 mL) foi administrada 10 minutos antes da
carragenina (100 pg / 0,1 mL), ambas injetadas por via subcutanea na pata posterior
direita de ratos Holtzman e Wistar. Os dados sdo apresentados como a média *
EPM da diferenca de volume (edema) em (a) e da diferenca na laténcia de retirada
da pata em resposta ao estimulo mecéanico em (b) entre a pata direita e a esquerda
nos diferentes tempos de medida. * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 indica diferenca

estatisticamente significativa em relacdo ao grupo controle. N=5 / grupo.
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Figura 16. Efeito do pré-tratamento com resolvina E1 sobre o edema e
nocicepcao induzidos por 500 pug carragenina na pata de ratos. Resolvina E1
(285 pmol / 0,1 mL) foi administrada 10 minutos antes da carragenina (500 pg/ 0,1
mL), ambas injetadas por via subcutanea na pata posterior direita do rato. Os
animais do grupo controle (C) receberam o veiculo da RvVE1 (etanol 5%) no mesmo
tempo e pela mesma via, e a carragenina na zero hora. Os dados sao apresentados
como a média + EPM da diferengca de volume (edema) em (a) e da diferengca na
laténcia de retirada da pata em resposta ao estimulo mecanico em (b) entre a pata
direita e a esquerda nos diferentes tempos de medida. * p<0,05 indica diferenca

estatisticamente significativa em relacdo ao grupo controle. N=5 / grupo.
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Figura 17. Efeito do péds-tratamento com resolvina E1 sobre o edema e
nocicepcao induzidos por 100 pug carragenina na pata de ratos. Resolvina E1
(285 pmol / 0,1 mL) foi administrada 2 h 50 min apds a carragenina (100 ug / 0,1
mL), ambas injetadas por via subcutanea na pata posterior direita do rato. Os
animais do grupo controle (C) receberam o veiculo da RvVE1 (etanol 5%) no mesmo
tempo e pela mesma via, e a carragenina na zero hora. A seta indica 0 momento da
administragdo da RvE1l ou de seu veiculo. Os dados sédo apresentados como a
média + EPM da diferenca de volume (edema) em (a) e da diferenca na laténcia de
retirada da pata em resposta ao estimulo mecanico em (b) entre a pata direita e a

esquerda nos diferentes tempos de medida. N=5 / grupo.
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Figura 18. Efeito do pos-tratamento com resolvina E1 sobre o edema e
nocicepcao induzidos por 500 pug carragenina na pata de ratos. Resolvina E1
(285 pmol / 0,1 mL) foi administrada 2h50min apds a carragenina (500 pg / 0,1 mL),
ambas injetadas por via subcutdnea na pata posterior direita do rato. Os animais do
grupo controle (C) receberam o veiculo da RvE1l (etanol 5%) no mesmo tempo e
pela mesma via, e a carragenina na zero hora. A seta indica 0 momento da
administracdo da RvE1l ou de seu veiculo. Os dados sdo apresentados como a
média + EPM da diferenca de volume (edema) em (a) e da diferenca na laténcia de
retirada da pata em resposta ao estimulo mecanico em (b) entre a pata direita e a
esquerda nos diferentes tempos de medida. * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 indica

diferenca estatisticamente significativa em relagcdo ao grupo controle. N=5 / grupo.
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5.2.1.2 Histamina

O efeito do pré-tratamento com 285 pmol de RvE1 também foi verificado em
patas injetadas com 109 nmol (20 ug) de histamina. Como pode ser observado na
Figura 19, nessa dose a RVE1, surpreendentemente, aumentou a resposta
edematogénica nas patas em 32% e concomitantemente ocorreu o aparecimento de
hipoalgesia, isto €, um aumento do limiar em relacédo a resposta basal induzida pela

histamina, ambos com 15 minutos apds a administracdo desse agente flogogénico.
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Figura 19. Efeito do pré-tratamento com resolvina E1 sobre o edema e
nocicepcao induzidos por histamina na pata de ratos. Resolvina E1 (285 pmol /
0,1 mL) foi administrada 10 minutos antes da histamina (109 nmol / 0,1 mL), ambas
injetadas por via subcutanea na pata posterior direita do rato. Os animais do grupo
controle (C) receberam o veiculo da RvE1l (etanol 5%) no mesmo tempo e pela

mesma via, e a histamina na zero hora. Os dados sédo apresentados como a média +
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EPM da diferenca de volume (edema) em (a) e da diferenca na laténcia de retirada
da pata em resposta ao estimulo mecanico em (b) entre a pata direita e a esquerda
nos diferentes tempos de medida. * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 indica diferenca
estatisticamente significativa em relacdo ao grupo controle. N=5 / grupo. Os insertos a

direita mostram as mesmas respostas na pata, expressa como area sob a curva (AUC).

5.2.1.3 Serotonina

A serotonina foi o proximo mediador inflamatério estudado diante do pré-
tratamento com 285 pmol de RvE1l. Como pode ser observado na Figura 20, com
essa dose de RVEL, a resposta edematogénica também se mostrou aumentada em
24% ap06s 15 minutos da administracdo de 5 nmol (1 pg) de serotonina, bem como
ocorreu uma reducdo de 64% na nocicepcao apés 30 minutos da administracao

desse agente.
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Figura 20. Efeito do pré-tratamento com resolvina E1 sobre o edema e
nocicepcao induzidos por serotonina na pata de ratos. Resolvina E1 (285 pmol /
0,1 mL) foi administrada 10 minutos antes da serotonina (5 nmol / 0,1 mL), ambas
injetadas por via subcutanea na pata posterior direita do rato. Os animais do grupo
controle (C) receberam o veiculo da RvE1l (etanol 5%) no mesmo tempo e pela
mesma via, e a serotonina na zero hora. Os dados séo apresentados como a média
+ EPM da diferenc¢a de volume (edema) em (a) e da diferenca na laténcia de retirada
da pata em resposta ao estimulo mecéanico em (b) entre a pata direita e a esquerda
nos diferentes tempos de medida. * p<0,05, *** p<0,001 indica diferenca

estatisticamente significativa em relacdo ao grupo controle. N=5 / grupo.
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5.2.1.4 Substancia P

O efeito do pré-tratamento com 285 pmol de RvEl frente ao edema e
nocicepcao induzidos por 0,7 nmol (1 pg) de substancia P também foi estudado.
Como pode ser observado na Figura 21, nessa dose a RVE1 néo alterou a resposta
edematogénica induzida pela substancia P. No entanto, promoveu o0 aparecimento
de hipoalgesia, reduzindo em 115% a nocicep¢ao ap0s 5 minutos da administracéo

desse agente.
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Figura 21. Efeito do pré-tratamento com resolvina E1 sobre o edema e
nocicepc¢ao induzidos por substancia P na pata de ratos. Resolvina E1 (285
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pmol / 0,1 mL) foi administrada 10 minutos antes da substancia P (0,7 nmol / 0,1
mL), ambas injetadas por via subcutanea na pata posterior direita do rato. Os
animais do grupo controle (C) receberam o veiculo da RvE1 (etanol 5%) no mesmo
tempo e pela mesma via, e a substancia P na zero hora. Os dados sé&o
apresentados como a média + EPM da diferenca de volume (edema) em (a) e da
diferenca na laténcia de retirada da pata em resposta ao estimulo mecéanico em (b)
entre a pata direita e a esquerda nos diferentes tempos de medida. * p<0,05, ***
p<0,001 indica diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao grupo controle.

N=5 / grupo.

5.2.1.5 Prostaglandina E»

O efeito do pré-tratamento com 285 pmol de RvE1l frente ao edema e
nocicepc¢ao induzidos por 6 nmol (2 ug) de prostaglandina E, foi estudado a seguir.
Como pode ser observado na Figura 22, nessa dose a RvVE1 néo alterou a resposta
edematogénica induzida pela prostaglandina E,. No entanto, a RvVE1 promoveu

reducdo da nocicepcdo em 63% apds 2h da administracdo desse agente.
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Figura 22. Efeito do pré-tratamento com resolvina E1 sobre o edema e
nocicepcao induzidos por prostaglandina E; na pata de ratos. Resolvina E1 (285
pmol / 0,1 mL) foi administrada 10 minutos antes da prostaglandina E, (6 nmol / 0,1
mL), ambas injetadas por via subcutanea na pata posterior direita do rato. Os
animais do grupo controle (C) receberam o veiculo da RVE1 (etanol 5%) no mesmo
tempo e pela mesma via, e a prostaglandina E, na zero hora. Os dados sao
apresentados como a média + EPM da diferenca de volume (edema) em (a) e da
diferenca na laténcia de retirada da pata em resposta ao estimulo mecanico em (b)

entre a pata direita e a esquerda nos diferentes tempos de medida. ** p<0,01, ***
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p<0,001 indica diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao grupo controle.

N=5 / grupo.

5.2.2 Resolvina D1

5.2.2.1 Carragenina

Foram construidas, também, curvas dose-resposta utilizando como pré-
tratamento a RvD1 frente ao edema e nocicepcao induzidos por carragenina (Figura
23). A dose inicial utilizada foi estimada a partir de uma equivaléncia molar com a
dose eficaz de RVEL, ou seja, 285 pmol. Para o desenvolvimento da curva dose-
reposta utilizaram-se entdo, as seguintes doses: 285 (107 ng), 570 (214 ng) e 1140
pmol (430 ng) por pata.

Analisando-se o efeito do pré-tratamento com diferentes doses de RvD1
frente ao edema e nocicepcao induzidos por carragenina, pode-se observar que
apenas a dose de 570 pmol foi capaz de induzir resposta significativa tanto no
edema quanto na nocicepcao. A reducdo do edema teve inicio com 15 min apés a
administracdo da carragenina, apresentando 29% de reducdo na segunda hora. J4 a
reducdo da nocicepc¢do se iniciou com 30 min apds a administracao da carragenina,

sendo obtida uma reducao de 39% na segunda hora.

Com base nos resultados descritos acima e apresentados na Figura 23, fixou-
se a dose de 570 pmol (214 ng) de RvD1l para a realizacdo dos ensaios
subsequentes, pois foi nesta dose que houve reducdo do edema e da nocicepcao

induzidos por carragenina.

E importante ressaltar que, assim como na administracdo de RvE1, a injecdo
de RvD1l sem a presenca de um estimulo flogogénico ndo alterou as respostas
edematogénica e nociceptiva fisiologicas nos animais de experimentacédo, conforme

apresentado na Figura 24.



. Edema
1.0
© C
-@ RvD1-285 + CG-100
)
S
S:
= 057
®
Q.
(]
kel
©
£
(5}
kel
B \s
0.0® T T T T T T i & T
1 2 3 4 5 6 78 24
Tempo (h)
c
1.09
© C
& RvD1-570 + CG-100
=
£
é
ol
g
o
[}
o
[0
£
Q
=]
w
Tempo (h)
e
1.01
© C

- RvD1-1140 + CG-100

OSM
0.0 T T T

1 2 3 4 5 6 7 8 24
Tempo (h)

Edema de pata (A; mL)

Limiar nociceptivo (A; g)

Limiar nociceptivo (A; g)

Limiar nociceptivo (A; g)

501

7

Nocicepgao

© C
-@ RvD1-285 + CG-100

-100-

501

© C
& RvD1-570 + CG-100

-50-

-100-

504

*
3 5 6 24

© C
-4 RvD1-1140 + CG-100

-100-

18—

Figura 23. Efeito dose-dependente da resolvina D1 sobre o edema e

nocicepc¢ao induzidos por carragenina na pata de ratos. Resolvina D1 (RvD1

285, 570 e 1140 pmol / 0,1 mL) foi administrada 10 minutos antes da carragenina
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(100 pg / 0,1 mL), ambas injetadas por via subcutanea na pata posterior direita do
rato. Os animais do grupo controle (C) receberam o veiculo da RvD1 no mesmo
tempo e pela mesma via, e a carragenina na zero hora. Em (a) e (b) o veiculo
utilizado foi o etanol 1,07%, em (c) e (d) etanol 2,1%, e em (e) e (f) etanol 4,3%. Os
dados séo apresentados como a media = EPM da diferenca de volume (edema) em
(@), (c) e (e) e da diferenca na laténcia de retirada da pata em resposta ao estimulo
mecanico em (b), (d) e (f) entre a pata direita e a esquerda nos diferentes tempos de
medida. * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 indica diferenca estatisticamente

significativa em relacéo ao grupo controle. N=5 / grupo.
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Figura 24. Efeito da administracdo de resolvina D1 em patas né&o inflamadas.

Resolvina D1 (570 pmol / 0,1 mL) foi administrada 10 minutos antes da salina



79

fisioloégica estéril (SAL, 0,1 mL), ambas injetadas por via subcutdnea na pata
posterior direita do rato. Os animais do grupo controle (C) receberam o veiculo da
RvD1 (etanol 2,1%) no mesmo tempo e pela mesma via, e a salina na zero hora. Os
dados séo apresentados como a media = EPM da diferenca de volume (edema) em
(a) e da diferenca na laténcia de retirada da pata em resposta ao estimulo mecanico

em (b) entre a pata direita e a esquerda nos diferentes tempos de medida. N= 3-5.

A partir da dose estabelecida de RvD1 (570 pmol) fez-se uma comparacao do
efeito obtido entre as linhagens Holtzman e Wistar. Como pode ser observado na
Figura 25, ndo houve diferenca das respostas anti-edematogénica e antinociceptiva
entre as duas linhagens avaliadas.

Verificou-se também o efeito do pré-tratamento com 570 pmol de RvD1 frente
ao edema e nocicepc¢ao induzidos por uma dose maior de carragenina (500 ug).
Porém, como observado na Figura 26, nessas condi¢cdes a RvD1 ndo foi capaz de
induzir resposta significativa em relagdo ao edema e nocicep¢cdo comparadas ao

grupo controle.
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Figura 25. Comparacéo do efeito do pré-tratamento com resolvina D1 sobre o
edema e nocicepc¢éo induzidos por carragenina na pata de ratos Holtzman e
Wistar. Resolvina D1 (570 pmol / 0,1 mL) foi administrada 10 minutos antes da
carragenina (100 ug / 0,1 mL), ambas injetadas por via subcutanea na pata posterior
direita de ratos Holtzman e Wistar. Os dados sdo apresentados como a meédia +
EPM da diferenca de volume (edema) em (a) e da diferenca na laténcia de retirada
da pata em resposta ao estimulo mecéanico em (b) entre a pata direita e a esquerda

nos diferentes tempos de medida. N=5 / grupo.
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Figura 26. Efeito do pré-tratamento com resolvina D1 sobre o edema e
nocicepcao induzidos por 500 pug carragenina na pata de ratos. Resolvina D1
(570 pmol / 0,1 mL) foi administrada 10 minutos antes da carragenina (500 ug / 0,1
mL), ambas injetadas por via subcutanea na pata posterior direita do rato. Os
animais do grupo controle (C) receberam o veiculo da RvD1 (etanol 2,1%) no
mesmo tempo e pela mesma via, e a carragenina na zero hora. Os dados séo
apresentados como a média + EPM da diferenca de volume (edema) em (a) e da
diferenca na laténcia de retirada da pata em resposta ao estimulo mecéanico em (b)

entre a pata direita e a esquerda nos diferentes tempos de medida. N=5 / grupo.
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Além do pré-tratamento com a RvD1, também foi realizado o pos-tratamento
com a dose estabelecida (570 pmol) a partir do ensaio no qual verificou-se o efeito
dose-dependente da RvD1. Nesse caso, a RvD1 foi administrada 10 minutos antes
da terceira hora apés a administracdo de 500 ug de carragenina (Figura 27), ja que
apos 3h a carragenina exerce o pico do seu efeito edematogénico e nociceptivo.
Como pode ser observado na Figura 27b, o pos-tratamento com a RvD1 reduziu em
33% a nocicepc¢ao induzida por 500 pug de carragenina na terceira hora apés sua

administracao.
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Figura 27. Efeito do pos-tratamento com resolvina D1 sobre o edema e
nocicepc¢ao induzidos por 500 pug carragenina na pata de ratos. Resolvina D1
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(570 pmol / 0,1 mL) foi administrada 2h50min apds a carragenina (500 pyg / 0,1 mL),
ambas injetadas por via subcutanea na pata posterior direita do rato. Os animais do
grupo controle (C) receberam o veiculo da RvD1 (etanol 2,1%) no mesmo tempo e
pela mesma via, e a carragenina na zero hora. A seta indica 0 momento da
administracdo da RvD1 ou de seu veiculo. Os dados sdo apresentados como a
média + EPM da diferenca de volume (edema) em (a) e da diferenca na laténcia de
retirada da pata em resposta ao estimulo mecéanico em (b) entre a pata direita e a
esquerda nos diferentes tempos de medida. *** p<0,001 indica diferenca

estatisticamente significativa em relacdo ao grupo controle. N=5 / grupo.

5.2.2.2 Histamina

O efeito do pré-tratamento com 570 pmol de RvD1 também foi verificado
frente ao estimulo dado por 109 nmol (20 pg) de histamina na pata. Como pode ser
observado na Figura 28, nessa dose a RvD1 nao alterou o edema induzido pela
histamina. No entanto, promoveu uma reducdo de 50% na nocicepcdo apos 15

minutos da administracdo desse agente.
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Figura 28. Efeito do pré-tratamento com resolvina D1 sobre o edema e
nocicepcao induzidos por histamina na pata de ratos. Resolvina D1 (570 pmol /
0,1 mL) foi administrada 10 minutos antes da histamina (109 nmol / 0,1 mL), ambas
injetadas por via subcutanea na pata posterior direita do rato. Os animais do grupo
controle (C) receberam o veiculo da RvD1 (etanol 2,1%) no mesmo tempo e pela
mesma via, e a histamina na zero hora. Os dados sé&o apresentados como a média +
EPM da diferenca de volume (edema) em (a) e da diferenga na laténcia de retirada
da pata em resposta ao estimulo mecéanico em (b) entre a pata direita e a esquerda
nos diferentes tempos de medida. * p<0,05, ** p<0,01 indica diferenca

estatisticamente significativa em relacdo ao grupo controle. N=5 / grupo.



5.2.2.3 Serotonina

85

A serotonina foi o proximo mediador inflamatorio a ser estudado diante do

pré-tratamento com 570 pmol de RvD1. Como pode ser observado na Figura 29,

nessa dose a RvD1 reduziu o edema em 16% e promoveu uma reducao de 56% da

nocicepcao apos 15 e 30 minutos da administracdo de 5 nmol (1 pg) de serotonina,

respectivamente.
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Figura 29. Efeito do pré-tratamento com resolvina D1 sobre o edema e

nocicepcdao induzidos por serotonina na pata de ratos. Resolvina D1 (570 pmol /

0,1 mL) foi administrada 10 minutos antes da serotonina (5 nmol / 0,1 mL), ambas



86

injetadas por via subcutanea na pata posterior direita do rato. Os animais do grupo
controle (C) receberam o veiculo da RvD1 (etanol 2,1%) no mesmo tempo e pela
mesma via, e a serotonina na zero hora. Os dados séo apresentados como a média
+ EPM da diferenca de volume (edema) em (a) e da diferenca na laténcia de retirada
da pata em resposta ao estimulo mecéanico em (b) entre a pata direita e a esquerda
nos diferentes tempos de medida. * p<0,05, ** p<0,01 indica diferenca
estatisticamente significativa em rela¢do ao grupo controle. N=5 / grupo.

5.2.2.4 Substancia P

O efeito do pré-tratamento com 570 pmol de RvD1 frente ao edema e
nocicepcao induzidos por 0,7 nmol (1 pg) de substancia P também foi estudado.
Como pode ser observado na Figura 30, nessa dose a RvD1, surpreendentemente,
aumentou o edema em 42% apds 30 minutos da administracdo da substéancia P e
nao foi capaz de induzir resposta significativa em relacdo a nocicepc¢éo induzida por

esse agente.
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Figura 30. Efeito do pré-tratamento com resolvina D1 sobre o edema e
nocicepcao induzidos por substéncia P na pata de ratos. Resolvina D1 (570
pmol / 0,1 mL) foi administrada 10 minutos antes da substancia P (0,7 nmol / 0,1
mL), ambas injetadas por via subcutanea na pata posterior direita do rato. Os
animais do grupo controle (C) receberam o veiculo da RvD1 (etanol 2,1%) no
mesmo tempo e pela mesma via, e a substancia P na zero hora. Os dados s&o
apresentados como a média + EPM da diferenca de volume (edema) em (a) e da
diferenca na laténcia de retirada da pata em resposta ao estimulo mecéanico em (b)
entre a pata direita e a esquerda nos diferentes tempos de medida. * p<0,05 indica

diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao grupo controle. N=5 / grupo.
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5.2.2.5 Prostaglandina E,

O efeito do pré-tratamento com 570 pmol de RvD1 frente ao edema e
nocicepc¢ao induzidos por 6 nmol (2 ug) de prostaglandina E; foi estudado a seguir.
Como pode ser observado na Figura 31, nessa dose a RvD1 nao alterou as

respostas edematogénica e nociceptiva induzidas pela prostaglandina E.
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Figura 31. Efeito do pré-tratamento com resolvina D1 sobre o edema e
nocicepcao induzidos por prostaglandina E; na pata de ratos. Resolvina D1
(570 pmol / 0,1 mL) foi administrada 10 minutos antes da prostaglandina E, (6 nmol /

0,1 mL), ambas injetadas por via subcutdnea na pata posterior direita do rato. Os
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animais do grupo controle (C) receberam o veiculo da RvD1 (etanol 2,1%) no
mesmo tempo e pela mesma via, e a prostaglandina E; na zero hora. Os dados sé&o
apresentados como a média + EPM da diferenca de volume (edema) em (a) e da
diferenca na laténcia de retirada da pata em resposta ao estimulo mecanico em (b)

entre a pata direita e a esquerda nos diferentes tempos de medida. N=5 / grupo.

5.2.3 Protectina DX

5.2.3.1 Carragenina

Curvas dose-resposta utilizando o pré-tratamento com a PDX frente ao
edema e nocicepcédo induzidos por carragenina também foram construidas (Figura
32). A dose inicial utilizada foi estimada a partir de uma equivaléncia molar com a
dose eficaz de RvE1, ou seja, 285 pmol. Para a obtencdo da curva dose-reposta
utilizaram-se entdo, as seguintes doses: 70 (25 ng), 285 (103 ng) e 570 pmol (205
ng) por pata.

Analisando-se o efeito do pré-tratamento com diferentes doses de PDX frente
ao edema e nocicepc¢ao induzidos por carragenina, pode-se observar que nenhuma
das doses utilizadas reduziu o edema e a nocicepgéo induzidos pela carragenina.
Sendo assim, optou-se por ndo prosseguir com 0s ensaios utilizando os demais

agentes flogogénicos, visto que nao foi obtida uma resposta positiva.

E importante ressaltar que, assim como na administracdo de RvVE1 e RvD1, a
injecdo de PDX sem a presenca de um estimulo flogogénico ndo alterou as
respostas edematogénica e nociceptiva fisiolégicas nos animais de experimentacgéo,

conforme apresentado na Figura 33.
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Figura 32. A protectina DX néo altera o edema e a nocicepc¢éo induzidos por
carragenina na pata de ratos. Protectina DX (PDX 70, 285 e 570 pmol / 0,1 mL) foi

administrada 10 minutos antes da carragenina (100 pg / 0,1 mL), ambas injetadas
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por via subcutadnea na pata posterior direita do rato. Os animais do grupo controle
(C) receberam o veiculo da PDX no mesmo tempo e pela mesma via, e a
carragenina na zero hora. Em (a) e (b) o veiculo utilizado foi salina fisiolégica estéril,
em (c) e (d) etanol 1,03%, e em (e) e (f) etanol 2,05%. Os dados sé&o apresentados
como a média + EPM da diferenca de volume (edema) em (a), (c) e (e) e da
diferenca na laténcia de retirada da pata em resposta ao estimulo mecéanico em (b),
(d) e (f) entre a pata direita e a esquerda nos diferentes tempos de medida. N=5 /

grupo.
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Figura 33. Efeito da administracdo de protectina DX em patas néao inflamadas.

Protectina DX (285 pmol / 0,1 mL) foi administrada 10 minutos antes da salina
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fisioloégica estéril (SAL, 0,1 mL), ambas injetadas por via subcutdnea na pata
posterior direita do rato. Os animais do grupo controle (C) receberam o veiculo da
PDX (etanol 1,03%) no mesmo tempo e pela mesma via, e a salina na zero hora. Os
dados séo apresentados como a media = EPM da diferenca de volume (edema) em
(a) e da diferenca na laténcia de retirada da pata em resposta ao estimulo mecéanico

em (b) entre a pata direita e a esquerda nos diferentes tempos de medida. N= 3-5.

No intuito de facilitar a assimilacdo dos resultados obtidos com os fatores
resolutivos, a seguir estdo apresentadas duas tabelas contendo as principais
alteracdes induzidas pelo tratamento com esses fatores frente aos diferentes
agentes flogogénicos.
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Tabela 2. Efeitos induzidos pelos fatores de resolucéo resolvina E1, resolvina

D1 e protectina DX na resposta edematogénica a variados agentes
flogogénicos.
MAIOR ALTERACAO NO EDEMA
_ H - SP -
Fatores resolutivos CG - CG - 5-HT - PGE; -
109 0,7
(doses) 100pg | 500ug 5 nmol 6 nmol
nmol nmol
57 pmol ns - - - - -
285 Pré l 42% ns T 32% T 24% ns ns
RVE1l pmol
Pds ns ns - - - -
570 pmol l 3204 - - - - -
285 pmol ns - - - - -
570 Pré l 200 ns ns i 16% T42% ns
RvD1
pmol
Pos - ns - - - -
1140 pmol ns - - - - -
70 pmol ns - - - - -
PDX 285 pmol ns - - - - -
570 pmol ns - - - - -

pré — indica pré-tratamento com a administracdo do fator resolutivo 10 minutos antes

do agente flogogénico; pds — indica pés-tratamento com a administracdo do fator

resolutivo 2h50min apos a injecao do agente flogogénico; ns — indica diferenca nao

significativa; l indica reducéo do edema,; T indica aumento do edema.
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Tabela 3. Efeitos induzidos pelos fatores de resolucéo resolvina E1, resolvina

D1 e protectina DX na resposta nociceptiva a variados agentes flogogénicos.

MAIOR ALTERACAO NA NOCICEPCAO

H - SP -
Fatores resolutivos CG - CG - 5-HT - PGE; -
109 0,7
(doses) 100pg | 500ug 5 nmol 6 nmol
nmol nmol
57 pmol ns - - - - -
s | 7€ b53% | v560% | MiPO | ygage | hipo | |63
RvE1l
pmol ]
Pos ns i 37% - - - -
570 pmol ns - - - - -
285 pmol ns - - - - -
570 Pré l 39% ns l 50% l 56% ns ns
RvD1
pmol ]
Pos ) i 33% ) ) ) )
1140 pmol ns - - - - -
70 pmol ns - - - - -
PDX 285 pmol ns - - - - -
570 pmol ns - - - - -

pré — indica pré-tratamento com a administracao do fator resolutivo 10 minutos antes

do agente flogogénico; pos — indica pos-tratamento com a administracdo do fator

resolutivo 2h50min apos a injecdo do agente flogogénico; ns — indica diferenca ndo

significativa; l indica reduc&o da nocicepcao; T indica aumento da nocicepcao.
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5.2.4 Combinacéao de resolvina E1 + resolvina D1

Utilizando as doses estabelecidas a partir da analise do efeito dose-
dependente da RvE1l (285 pmol) e da RvD1l (570 pmol) frente ao edema e
nocicepcao induzidos por carragenina, avaliou-se o efeito da administracdo conjunta
dessas substancias frente ao edema e nocicepc¢ao induzidos por 100 pg de
carragenina. Pode-se observar na Figura 34, que a combinacdo de RvVE1l e RvD1
inibiu 0 edema em 33% e promoveu uma reducdo de 67% na nocicepcédo, ambos
apos 3h da administracdo da carragenina, sugerindo que ndo houve efeito sinérgico
entre elas com relacdo a resposta edematogénica, porém esse efeito foi observado

na reposta nociceptiva.
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Figura 34. Efeito do pré-tratamento com a combinacdo de resolvina E1 e
resolvina D1 sobre o edema e nocicepc¢ao induzidos por carragenina na pata
de ratos. Resolvina E1 (285 pmol / 0,1 mL) imediatamente seguida de resolvina D1
(570 pmol / 0,1 mL) foram administradas 10 minutos antes da carragenina (100 pg /
0,1 mL), todas injetadas por via subcutdnea na pata posterior direita do rato. Os
animais do grupo controle (C) receberam o veiculo da RvVE1l (etanol 5%)
imediatamente seguido do veiculo da RvD1 (etanol 2,1%) no mesmo tempo e pela
mesma via, e a carragenina na zero hora. Os dados sdo apresentados como a
média + EPM da diferenca de volume (edema) em (a) e da diferenca na laténcia de
retirada da pata em resposta ao estimulo mecanico em (b) entre a pata direita e a
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esquerda nos diferentes tempos de medida. * p<0,05, ** p<0,01 indica diferenca

estatisticamente significativa em relagdo ao grupo controle. N=5 / grupo.

5.2.5 Efeito dos veiculos utilizados nas respostas de edema e nocicepc¢ao na

pata de ratos

O veiculo utilizado para diluir as resolvinas E1 e D1 e a protectina DX foi o
etanol em concentracdes variadas (1-10% de etanol em salina fisiologica estéril). A
Figura 35 apresenta o efeito ocasionado pelas varias concentracdes de etanol
utilizadas nos experimentos anteriores, de maneira comparativa. Como pode ser
observado nessa figura, o etanol nas concentracdes de 5 e 10% aumentou as

respostas edematogénica e nociceptiva induzidas pela carragenina.

Com base nos resultados descritos acima, decidiu-se estudar o efeito do
etanol na maior concentracdo utilizada, ou seja, etanol 10%, em patas nao
inflamadas. Como pode ser observado na Figura 36, o etanol administrado
isoladamente ndo alterou as repostas edematogénica e nociceptiva dos animais de

experimentacao.

Também foi utilizado como veiculo da resolvina E1 o dimetilsulféxido (DMSO),
porém ndao foi verificada nenhuma diferenca da resposta obtida com esse veiculo

guando comparado a resposta obtida utilizando como veiculo o etanol (Anexo II).
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Figura 35. Efeito do etanol sobre o edema e nocicepc¢ao induzidos por
carragenina na pata de ratos. Etanol (1-10%, 0,1 mL) foi administrado 10 minutos
antes da carragenina (100 ug / 0,1 mL), ambos injetados por via subcutanea na pata
posterior direita do rato. Os animais do grupo controle (C) receberam salina
fisiol6gica estéril (0,1 mL) no mesmo tempo e pela mesma via, e a carragenina na
zero hora. Os dados séo apresentados como a média + EPM da diferenca de volume
(edema) em (a) e da diferenca na laténcia de retirada da pata em resposta ao

estimulo mecanico em (b) entre a pata direita e a esquerda nos diferentes tempos
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de medida. * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 indica diferenca estatisticamente

significativa em relagéo ao grupo controle. N=5 / grupo.

0.5
© C

0.44 -@ Etanol 10%

0.34

0.2

0.1
&% _
0.0 [

Edema de pata (A; mL)

Tempo (h)

© C

@ Etanol 10%
304

10

-101 Tempo (h)

Limiar nociceptivo (A; Q)

-50-

Figura 36. Efeito do etanol 10% nas respostas de edema e nocicepc¢cao medidas
em patas néao inflamadas. Etanol 10% (0,1 mL) foi administrado por via subcutanea
na pata posterior direita do rato. Os animais do grupo controle (C) receberam salina
fisiolégica estéril (0,1 mL) pela mesma via. Os dados sédo apresentados como a
meédia £ EPM da diferenca de volume (edema) em (a) e da diferenca na laténcia de
retirada da pata em resposta ao estimulo mecanico em (b) entre a pata direita e a

esquerda nos diferentes tempos de medida. N=5 / grupo.
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5.3 Efeito de drogas anti-inflamatérias e/ou analgésicas utilizadas como padréo

de referéncia nos ensaios de edema e nocicepc¢ao a carragenina

Drogas-padréo de diferentes classes foram utilizadas no modelo de edema e
hiperalgesia da pata de ratos induzido por carragenina, para comparacao dos efeitos

anti-inflamatorio e/ou analgésico obtidos com os diferentes fatores de resolucao.

5.3.1 Indometacina

A indometacina, um anti-inflamatério ndo esteroidal ndo seletivo para COX, foi
administrada sistemicamente na dose de 4 mg/kg (FRANCA et al., 2006), 30 minutos
antes da inducdo do edema e nocicepcdo com a injecdo de 100 e 500 ug de

carragenina (Figuras 37 e 38, respectivamente).

A acédo da indometacina foi avaliada pela reducdo do volume da pata e pelo
aumento do limiar nociceptivo em relacdo ao grupo controle, tendo-se observado
uma inibicdo de 50% do edema e 52% do limiar nociceptivo detectado, apenas com

a dose de 500 ug de carragenina (Figura 38).
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Figura 37. Efeito do pré-tratamento com indometacina sobre o edema e
nocicepcao induzidos por 100 pug de carragenina na pata de ratos. Indometacina
(INDO) 4 mg/kg foi administrada por via subcutanea 30 minutos antes da
carragenina (100 pg / 0,1 mL), injetada também por via subcutanea na pata posterior
direita do rato. Os animais do grupo controle (C) receberam TRIS no mesmo tempo
e pela mesma via, e a carragenina na zero hora. Os dados sé&o apresentados como
a média £ EPM da diferenca de volume (edema) em (a) e da diferenca na laténcia de
retirada da pata em resposta ao estimulo mecanico em (b) entre a pata direita e a

esquerda nos diferentes tempos de medida. N=5 / grupo.
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Figura 38. Efeito do pré-tratamento com indometacina sobre o edema e
nocicepcao induzidos por 500 pug de carragenina na pata de ratos. Indometacina
(INDO) 4 mg/kg foi administrada por via subcutanea 30 minutos antes da
carragenina (500 ug / 0,1 mL), injetada também por via subcutanea na pata posterior
direita do rato. Os animais do grupo controle (C) receberam TRIS no mesmo tempo
e pela mesma via, e a carragenina na zero hora. Os dados sdo apresentados como
a média £ EPM da diferenca de volume (edema) em (a) e da diferenca na laténcia de
retirada da pata em resposta ao estimulo mecanico em (b) entre a pata direita e a
esquerda nos diferentes tempos de medida. ** p<0,01, *** p<0,001 indica diferenca

estatisticamente significativa em relacdo ao grupo controle. N=5 / grupo.
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5.3.2 Celecoxibe

O celecoxibe, um anti-inflamatério ndo esteroidal inibidor seletivo da COX-2,
foi administrado sistemicamente na dose de 30 mg/kg (FRANCISCHI et al., 2002),
30 minutos antes da induc¢do do edema e nocicepc¢ao com a injecdo de 100 e 500 ug

de carragenina (Figuras 39 e 40, respectivamente).

O celecoxibe nao alterou o edema formado por nenhuma das doses de
carragenina utilizadas nem a nocicepcao com a menor dose. No entanto, reduziu em
33% a nocicepcédo induzida por 500 pg de carragenina (Figura 40b) ap6s 3h da

administracdo da mesma.
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Figura 39. Efeito do pré-tratamento com celecoxibe sobre o edema e
nocicepcao induzidos por 100 ug de carragenina na pata de ratos. Celecoxibe
(CX) 30 mg/kg foi administrado por via subcutanea 30 minutos antes da carragenina
(100 pg / 0,1 mL), injetada também por via subcutédnea na pata posterior direita do
rato. Os animais do grupo controle (C) receberam salina fisiologica estéril no mesmo
tempo e pela mesma via, e a carragenina na zero hora. Os dados sao apresentados
como a média + EPM da diferenca de volume (edema) em (a) e da diferenca na
laténcia de retirada da pata em resposta ao estimulo mecéanico em (b) entre a pata

direita e a esquerda nos diferentes tempos de medida. N=5 / grupo.
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Figura 40. Efeito do pré-tratamento com celecoxibe sobre o edema e
nocicepc¢ao induzidos por 500 pg de carragenina na pata de ratos. Celecoxibe
(CX) 30 mg/kg foi administrado por via subcutanea 30 minutos antes da carragenina
(500 pg / 0,1 mL), injetada também por via subcutanea na pata posterior direita do
rato. Os animais do grupo controle (C) receberam salina fisiol0gica estéril no mesmo
tempo e pela mesma via, e a carragenina na zero hora. Os dados sao apresentados
como a média + EPM da diferenca de volume (edema) em (a) e da diferenca na
laténcia de retirada da pata em resposta ao estimulo mecanico em (b) entre a pata
direita e a esquerda nos diferentes tempos de medida. * p<0,05 indica diferenca

estatisticamente significativa em relacdo ao grupo controle. N=5 / grupo.
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5.3.3 Dexametasona

A dexametasona, um anti-inflamatério esteroidal, foi administrada
sistemicamente na dose de 1 mg/kg (FRANCISCHI et al., 1996), 30 minutos antes
da inducdo do edema e nocicepcao com a injecdo de 100 e 500 pg de carragenina

(Figuras 41 e 42, respectivamente).

A DEXA foi o anti-inflamatério padrdo que, em nossas maos, apresentou
melhores resultados de reducdo de edema e nocicepc¢ao. Houve reducdo do edema
e nocicepc¢ao induzidos tanto por 100 como por 500 ug de carragenina, sendo uma
reducdo de 51% no edema (Figura 4l1la) e 62% na nocicepcédo (Figura 41b)
induzidos por 100 pg de carragenina apos a terceira hora da administracdo da
mesma. Com a maior dose desse agente flogogénico, houve uma reducédo de 72%
no edema formado (Figura 42a) e 68% na nocicepc¢ao (Figura 42b), ambos apds 3h

da administragéo da carragenina.
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Figura 41. Efeito do pré-tratamento com dexametasona sobre o edema e
nocicepcado induzidos por 100 pg de carragenina na pata de ratos.
Dexametasona (DEXA) 1 mg/kg foi administrada por via subcutidnea 30 minutos
antes da carragenina (100 ug /0,1 mL), injetada também por via subcutanea na pata
posterior direita do rato. Os animais do grupo controle (C) receberam salina
fisiolégica estéril no mesmo tempo e pela mesma via, e a carragenina na zero hora.
Os dados séo apresentados como a média + EPM da diferenga de volume (edema)
em (a) e da diferenca na laténcia de retirada da pata em resposta ao estimulo
mecanico em (b) entre a pata direita e a esquerda nos diferentes tempos de medida.
* p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 indica diferenca estatisticamente significativa em

relacdo ao grupo controle. N=5 / grupo.
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Figura 42. Efeito do pré-tratamento com dexametasona sobre o edema e
nocicepcdo induzidos por 500 pg de carragenina na pata de ratos.
Dexametasona (DEXA) 1 mg/kg foi administrada por via subcutidnea 30 minutos
antes da carragenina (500 pg / 0,1 mL), injetada também por via subcutanea na pata
posterior direita do rato. Os animais do grupo controle (C) receberam salina
fisiologica estéril no mesmo tempo e pela mesma via, e a carragenina na zero hora.
Os dados séo apresentados como a média + EPM da diferenga de volume (edema)
em (a) e da diferenca na laténcia de retirada da pata em resposta ao estimulo
mecanico em (b) entre a pata direita e a esquerda nos diferentes tempos de medida.
* p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 indica diferenca estatisticamente significativa em

relacdo ao grupo controle. N=5 / grupo.
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5.4 Estudo do envolvimento de receptores especificos no efeito anti-

inflamatdrio e antinociceptivo da resolvina E1

Com a finalidade de descobrir se receptores especificos estdo envolvidos nas
acOes da resolvina E1, diversos compostos experimentais foram estudados no efeito
anti-inflamatoério e analgésico da RvVE1l sobre o edema e nocicepg¢do induzidos por
carragenina na pata de ratos.

5.4.1 U-75302

O U-75302, um antagonista seletivo do receptor BLT1 (receptor 1 de LTB,),
foi administrado por via intraplantar na dose de 8 nmol (3 pug) 5 minutos antes da
injecdo da RVE1 (285 pmol) (ARITA et al., 2007; GOMIDES et al, 2012), que por sua
vez, foi administrada 10 minutos antes da inducdo do edema e nocicepgao com 100
Hg de carragenina. Como pode ser observado na Figura 43, o antagonismo com o U-
75302 reverteu a reducdo do edema (em 66%) e da nocicepcao (em 100%)
induzidos por carragenina mediante o pré-tratamento com RVE1, apds a segunda

hora da administracdo da mesma.

A administracdo de U-75302 sem a presenca de um estimulo flogogénico nédo
alterou as respostas edematogénica e nociceptiva fisiolégicas nos animais de

experimentacéo, conforme apresentado na Figura 44.
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Figura 43. Efeito do U-75302 sobre o pré-tratamento com resolvina E1 frente ao
edema e nocicepc¢éao induzidos por carragenina na pata de ratos. U-75302 (8
nmol / 0,1 mL) foi administrado 5 minutos antes da resolvina E1 (285 pmol / 0,1 mL),
que por sua vez foi administrada 10 minutos antes da carragenina (100 pg / 0,1 mL),
todos injetados por via subcutanea na pata posterior direita do rato. Outro grupo de
animais recebeu o veiculo do U-75302 (etanol 6%) e da RvE1l (etanol 5%) no
mesmo tempo e pela mesma via, e a carragenina na zero hora. Os animais do grupo
controle (C) receberam o veiculo do U-75302 (etanol 6%) e a RVE1l no mesmo
tempo e pela mesma via, e a carragenina na zero hora. Os dados sao apresentados
como a média + EPM da diferenca de volume (edema) em (a) e da diferenca na
laténcia de retirada da pata em resposta ao estimulo mecanico em (b) entre a pata
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direita e a esquerda nos diferentes tempos de medida. * p<0,05, ** p<0,01, ***
p<0,001 indica diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao grupo controle.
N=3-5/ grupo.
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Figura 44. Efeito da administracdo de U-75302 em patas né&o inflamadas. U-
75302 (8 nmol / 0,1 mL) foi administrado 5 minutos antes do etanol 5% (0,1 mL;
veiculo da RvEl) que por sua vez foi administrado 10 minutos antes da salina
fisiolégica estéril (0,1 mL; veiculo da carragenina), todos injetados por via
subcutanea na pata posterior direita do rato. Os animais do grupo controle (C)
receberam o veiculo do U-75302 (etanol 6%) e o etanol 5% no mesmo tempo e pela
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mesma via, e salina na zero hora. Os dados sédo apresentados como a média + EPM
da diferenca de volume (edema) em (a) e da diferenca na laténcia de retirada da
pata em resposta ao estimulo mecénico em (b) entre a pata direita e a esquerda nos

diferentes tempos de medida. N= 3-5.

5.4.2 GW 1100

O GW 1100, um antagonista seletivo do receptor FFAR1/GPR40, foi
administrado por via intraplantar nas doses de 96 e 192 nmol (50 e 100 uag,
respectivamente) 15 minutos antes da injecdo da RvE1 (285 pmol), que por sua vez,
foi administrada 10 minutos antes da inducdo do edema e nocicepg¢ao com 100 ug
de carragenina. Como pode ser observado na Figura 45, o antagonismo com o GW
1100 ndo alterou as respostas edematogénica e nociceptiva comparada ao controle

com nenhuma das duas doses utilizadas.

E importante ressaltar que assim como na administragdo de U-75302, a
injecdo de GW 1100 sem a presenca de um estimulo flogogénico ndo alterou as
respostas edematogénica e nociceptiva fisiolégicas nos animais de experimentacao,

conforme apresentado na Figura 46.
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Figura 45. Efeito do GW 1100 sobre o pré-tratamento com resolvina E1 frente
ao edema e nocicepc¢ao induzidos por carragenina na pata de ratos. GW 1100
(96 e 192 nmol / 0,1 mL) foi administrado 15 minutos antes da resolvina E1 (285
pmol / 0,1 mL), que por sua vez foi administrada 10 minutos antes da carragenina
(100 pg / 0,1 mL), todos injetados por via subcutadnea na pata posterior direita do
rato. Outro grupo de animais recebeu o veiculo do GW 1100 (etanol 10%) e da RvE1l
(etanol 5%) no mesmo tempo e pela mesma via, e a carragenina na zero hora. Os
animais do grupo controle (C) receberam o veiculo do GW 1100 (etanol 10%) e a
RVE1 no mesmo tempo e pela mesma via, e a carragenina na zero hora. Os dados

sdo apresentados como a média + EPM da diferenca de volume (edema) em (a) e
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da diferenca na laténcia de retirada da pata em resposta ao estimulo mecéanico em
(b) entre a pata direita e a esquerda nos diferentes tempos de medida. * p<0,05, **
p<0,01, *** p<0,001 indica diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao

grupo controle. N=3-5 / grupo.

© C

- GW1100-96 + EtOH 5% + SAL

0.1

0.04 : : ' ' ' ' j

1 2 3 4 5 6 78 24
Tempo (h)

Edema de pata (A; mL)
o
e

50~
© C

-A- GW 1100-96 + EtOH 5% + SAL

0 T T T T o—
O e e s S e
Tempo (h)

Limiar nociceptivo (A; g)
g

-100-

Figura 46. Efeito da administracdo de GW 1100 em patas nao inflamadas. GW
1100 (96 nmol / 0,1 mL) foi administrado 15 minutos antes do etanol 5% (0,1 mL;
veiculo da RvE1l) que por sua vez foi administrado 10 minutos antes da salina
fisiolégica estéril (0,1 mL; veiculo da carragenina), todos injetados por via

subcutédnea na pata posterior direita do rato. Os animais do grupo controle (C)
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receberam o veiculo do GW 1100 (etanol 10%) e o etanol 5% no mesmo tempo e
pela mesma via, e a salina na zero hora. Os dados séo apresentados como a média
+ EPM da diferenca de volume (edema) em (a) e da diferenca na laténcia de retirada
da pata em resposta ao estimulo mecéanico em (b) entre a pata direita e a esquerda

nos diferentes tempos de medida. N= 3-5.

5.4.3 AH 7614

O AH 7614, um antagonista seletivo do receptor FFAR4/GPR120, foi
administrado por via intraplantar na dose de 99 nmol (34,8 ug) 15 minutos antes da
injecdo da RvE1 (285 pmol), que por sua vez, foi administrada 10 minutos antes da
inducdo do edema e nocicepcdo com 100 pg de carragenina. Como pode ser
observado na Figura 47, o AH 7614 nao foi capaz de induzir resposta significativa

em relacdo ao edema e nocicepgdo comparadas ao grupo controle.

Além disso, a injecdo de AH 7614 sem a presenca de um estimulo
flogogénico também ndo alterou as respostas edematogénica e nociceptiva

fisiol6égicas nos animais de experimentacdo, conforme apresentado na Figura 48.
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Figura 47. Efeito do AH 7614 sobre o pré-tratamento com resolvina E1 frente ao
edema e nocicepcao induzidos por carragenina na pata de ratos. AH 7614 (99
nmol / 0,1 mL) foi administrado 15 minutos antes da resolvina E1 (285 pmol / 0,1
mL), que por sua vez foi administrada 10 minutos antes da carragenina (100 pug /0,1
mL), todos injetados por via subcutanea na pata posterior direita do rato. Outro
grupo de animais recebeu o veiculo do AH 7614 (etanol 8,7%) e da RvVE1l (etanol
5%) no mesmo tempo e pela mesma via, e a carragenina na zero hora. Os animais
do grupo controle (C) receberam o veiculo do AH 7614 (etanol 8,7%) e a RVE1 no
mesmo tempo e pela mesma via, e a carragenina na zero hora. Os dados sao
apresentados como a média + EPM da diferenca de volume (edema) em (a) e da

diferenca na laténcia de retirada da pata em resposta ao estimulo mecanico em (b)
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entre a pata direita e a esquerda nos diferentes tempos de medida. ** p<0,01, ***

p<0,001 indica diferenca estatisticamente significativa em relagcdo ao grupo controle.

N=3-5/ grupo.
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Figura 48. Efeito da administracao de AH 7614 em patas néo inflamadas. AH
7614 (99 nmol / 0,1 mL) foi administrado 15 minutos antes do etanol 5% (0,1 mL;

veiculo da RvE1l) que por sua vez foi administrado 10 minutos antes da salina

fisiolégica estéril (0,1 mL; veiculo da carragenina), todos injetados por via

subcutanea na pata posterior direita do rato. Os animais do grupo controle (C)

receberam o veiculo do AH 7614 (etanol 8,7%) e o etanol 5% no mesmo tempo e



118

pela mesma via, e a salina na zero hora. Os dados sdo apresentados como a média
+ EPM da diferenca de volume (edema) em (a) e da diferenca na laténcia de retirada
da pata em resposta ao estimulo mecéanico em (b) entre a pata direita e a esquerda

nos diferentes tempos de medida. N= 3-5.

5.5 Analise cromatografica dos padrdes de resolvina E1, resolvina D1 e
protectina DX empregando cromatografia liquida de alta eficiéncia associada a

detector de absorbancia no ultravioleta visivel arranjo de fotodiodos

A analise cromatografica foi realizada com base em métodos descritos na
literatura, para verificar a presenca das substancias de interesse Nnos nOSS0S
estudos, nas amostras de padrdo comercial. Uma vez que ndo existe um numero
consideravel de fornecedores e também que o laudo de pureza dessas substancias
ndo se encontrava disponivel, foi preciso verificar a presenca de outros compostos
na solucdo padrédo para descartar a possibilidade dos efeitos observados serem
atribuidos a impurezas e ndo aos compostos de interesse neste estudo, no caso, a

resolvina E1, resolvina D1 e a protectina DX.

Para isso, as amostras foram submetidas a uma separacdo cromatografica
empregando um cromatégrafo liquido de alta eficiéncia acoplado a um detector por
absorbéancia na regido do ultravioleta e visivel com arranjo de fotodiodos (HPLC-
DAD) com o objetivo de estimar a pureza dos padroes empregados. Com os dados
de tempo de retencéo, quantidade de picos presentes no cromatograma, coeluicéo,
formato do pico e perfil do espectro de absorcédo € possivel estimar a pureza dos
padrdes utilizados. Nos itens 5.5.1 a 5.5.3 estdo apresentados os resultados dessas

analises.

5.5.1 Resolvina E1

O cromatograma obtido para a RvVE1 apresentou um pico majoritario de tempo
de retencao de 8,84 minutos, relacionado com a RvE1, conforme ilustrado na Figura
49.
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Figura 49. Cromatograma obtido pela andlise do padrao da resolvina E1.

O espectro UV-Vis do pico de tempo de retencdo de 8,84 minutos esta
apresentado na Figura 50.
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Figura 50. Espectro ampliado do pico de tempo de retencéo de 8,84 minutos

obtido na andlise cromatografica do padrao da resolvina E1.



5.5.2 Resolvina D1
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O cromatograma obtido para a RvD1 apresentou um pico majoritario de

tempo de retencdo de 11,18 minutos, como ilustrado na Figura 51.
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Figura 51. Cromatograma obtido pela andlise do padrao da resolvina D1.
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O espectro UV-Vis do pico de tempo de retencdo de 11,18 minutos esta

apresentado na Figura 52.
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Figura 52. Espectro ampliado do pico de tempo de retencédo de 11,18 minutos

obtido na anélise cromatografica do padrao da resolvina D1.

5.5.3 Protectina DX

O cromatograma obtido para a PDX apresentou um pico majoritario de tempo
de retengéo de 12,96 minutos, conforme ilustrado na Figura 53.
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Figura 53. Cromatograma obtido pela andlise do padrao da protectina DX.
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O espectro UV-Vis do pico de tempo de retencdo de 12,96 minutos esta
apresentado na Figura 54.
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Figura 54. Espectro ampliado do pico de tempo de retencao de 12,96 minutos
obtido na andlise cromatografica do padrao da protectina DX.
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Ao compararmos os tempos de retencdo dos trés compostos de interesse
(Figura 55) é possivel verificar que houve uma completa separacao entre 0s picos e
também que nenhum outro pico interferente apresentou coelui¢do. Isso também foi
comprovado ao comparar 0s espectros de absorcdo no comeco, meio e final de
cada pico cromatografico em que, tanto para as resolvinas, quanto para a protectina
eles apresentaram o mesmo perfil (Anexo Ill), indicando que a separagao
cromatografica foi capaz de promover a separacdo completa de quaisquer
interferentes presentes na solucao.
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Figura 55. Cromatogramas sobrepostos obtidos pela analise dos padrées de

resolvina e protectina.

Ao comparar os espectros de absorcdo dos picos das resolvinas e protectina
com os espectro da literatura pode-se verificar a forte semelhanca dos espectros o

gue indicou o alto teor de pureza do padrdo empregado.

Além disso, ndo foram observados picos de intensidade significativa
concomitantes nas amostras dos padrbes dessas substancias e aqueles que séo
apresentados nos cromatogramas das figuras 49, 51 e 53 foram atribuidos a
impurezas dos solventes, frascos, injetor do equipamento, etc uma vez que também

apareceram nas injecdes de solvente puro no equipamento de HPLC-DAD.
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6. DISCUSSAO

A descoberta de que a resolucdo da inflamacéo € um processo ativo no qual
atuam mediadores lipidicos pro-resolutivos especializados (SPMs) contribuiu para
gue novos estudos sobre a fisiopatologia da inflamacdo e resolucdo fossem
iniciados, tendo como objetivo a sua utilizagdo no tratamento farmacoldgico de

diversas doencas inflamatorias.

No presente trabalho foi observado que dois dos SPMs estudados, a saber, a
resolvina E1 e a resolvina D1 inibiram o desenvolvimento de edema e de nocicepc¢ao
nos modelos experimentais de inflamacgéao e dor agudas induzidos pela carragenina
na pata traseira de ratos, enquanto a protectina DX se mostrou sem efeito nos

mesmos modelos experimentais.

Vérias substancias quimicas sdo conhecidas por induzir edema e hiperalgesia
na pata de ratos, promovendo a liberacdo de diferentes mediadores inflamatorios.
No estudo em questao, utilizou-se a carragenina, que é um polissacarideo sulfatado
extraido principalmente da alga Chondrus crispus (DI ROSA, 1972). A sua utilizacdo
como um agente capaz de induzir a formacéo de edema na pata de ratos foi primeiro
introduzida por WINTER et al.,, em 1962. Em 1987, VINEGAR et al. descreveram,
adicionalmente, que o processo inflamatoério induzido pela carragenina ocorria em
guarenta e trés etapas, com a participacdo de diferentes mediadores inflamatérios

relacionados com sua acdo edematogénica.

O modelo de edema de pata traseira em ratos induzido pela carragenina € o
modelo mais indicado para avaliacdo da acédo de anti-inflamatorios ndo esteroidais
(AINEs), segundo MUKHERJEE et al. (1996), sendo considerado ainda hoje o
modelo preditivo para AINEs com atividade potencial no ser humano. Por esse
motivo, utilizou-se esse modelo para realizar os estudos com os SPMs, bem como o
modelo de hiperalgesia mecénica (RANDALL & SELITTO, 1957), também indicado
com potencial preditivo para AINEs por MUKHERJEE et al. (1996).

Inicialmente, construiram-se curvas dose-reposta utilizando a carragenina
como agente flogogénico nos modelos citados acima, sendo obtidos resultados
semelhantes a dados ja publicados na literatura (FRANCISCHI et al., 2002).
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Utilizando os mesmos modelos experimentais, pode-se observar que o pré-
tratamento com as resolvinas E1 e D1 corroborou dados da literatura (XU et al.,
2010), uma vez que ambas foram capazes de reduzir o edema e a nocicepgao
induzidos por carragenina. No entanto, deve-se frisar que, apesar de ambos
trabalhos terem avaliado o efeito periférico das resolvinas, no trabalho citado o
modelo para avaliacdo da nocicepcdo utilizou como agente sensibilizante um
estimulo térmico, enquanto o estimulo utilizado no presente trabalho foi mecanico.
Além disso, neste trabalho a resolvina E1 se mostrou duas vezes mais potente que a
D1.

Adicionalmente, observou-se que o pré-tratamento com as resolvinas E1 e
D1, separadamente, foi capaz de reduzir o edema induzido apenas pela menor dose
de carragenina (100 pg) e que o pos-tratamento com esses mediadores nado foi
eficaz em nenhuma dose. Com relacdo a nocicepcéo, observou-se que 0 pré e o
pés-tratamento com ambas resolvinas, separadamente, reduziram a nocicepgao
induzida por 100 e 500 ug de CG, respectivamente. Além disso, observou-se que
apenas o pré-tratamento com a RVEL foi capaz de reduzir a nocicep¢do induzida
pela maior dose de CG. Com base nessas observacdes, pode-se sugerir que 0S
mecanismos fisiopatolégicos envolvidos nas respostas edematogénica e nociceptiva
a 100 e 500 pg de CG também sao diferentes, visto que ambas resolvinas foram
capazes de inibir apenas o edema induzido pela menor dose sob pré-tratamento. No
entanto, a nocicepcao foi inibida por ambas resolvinas com as duas doses utilizadas
de CG, sendo a reducédo com a menor dose observada com o pré-tratamento, e com
a maior dose sob pés-tratamento. Outro fato que corrobora essa diferenca nos
mecanismos envolvidos nas respostas edematogénica e nociceptiva a CG, é o fato
de que a administracdo conjunta de RvE1l e RvD1l n&o demonstrou um efeito
sinérgico em relacéo a resposta edematogénica, porém esse efeito foi observado na

reposta nociceptiva.

Na investigagcdo dos mecanismos envolvidos nas agdes das resolvinas, Xu e
seus colaboradores (2010) demonstraram que a ag¢do anti-inflamatéria da RvELl se
deve a sua capacidade de reduzir a expressao de citocinas pro-inflamatérias (como
por exemplo, TNF-q, IL-18 e IL-6) e a infiltracdo de neutrdfilos em patas inflamadas.

Nesse sentido, uma possivel explicacdo para o efeito antinociceptivo dessa resolvina
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possa ser a reducdo de TNF-a e IL-1B, que sdo citocinas importantes para a
patogénese da dor inflamatdria (POOLE et al.,, 1995; KAWASAKI et al., 2008;
SAMAD et al.,, 2001; JUNGER and SORKIN, 2000). Essa explicacdo poderia
justificar o efeito da RvE1l na reducdo do edema e da nocicepcao induzidos pela
menor dose de CG. No entanto, avaliando-se o edema e a nocicepcao induzidos
pela maior dose de CG, observou-se que o tratamento com a RvE1l induziu uma
reducdo na nocicepcado sem concomitante reducédo no edema. Tal fato sugere que
outros fatores poderiam estar influenciando o efeito antinociceptivo da RvVE1, e néo

apenas uma reducédo de TNF-a e IL-1[.

O edema e a nocicepc¢éao induzidos pela carragenina na pata traseira de ratos
ocorre mediante a participacao de diferentes mediadores inflamatérios (VINEGAR et
al., 1987). Esse processo se caracteriza por apresentar trés fases sendo a primeira
(0-90 min) conduzida pela liberacdo de histamina e serotonina, seguida por uma
segunda fase (60-150 min) na qual ha a liberacdo de cininas. Apds 150 minutos da
administracdo de carragenina, estabelece-se a terceira fase, sustentada pela
liberacdo de metabdlitos do acido araquidbénico, principalmente prostaglandinas,
proporcionando dessa forma o aumento do volume e da hiperalgesia da pata até a

terceira e quarta horas (DI ROSA, 1972), também observados no presente trabalho.

Com base nesse conhecimento e no intuito de melhor entender os
mecanismos e as fases envolvidas nas a¢6es anti-edematogénica e antinociceptiva
das resolvinas E1 e D1 frente a carragenina, utilizaram-se os modelos de edema e
de hiperalgesia mecanica de pata induzidos pela injecao intraplantar de histamina
(H), serotonina (5-HT), substéancia P (SP) e prostaglandina E, (PGE;). Nesses
modelos, observou-se que os efeitos maximos das resolvinas ocorriam até trinta

minutos apos a injecéo de H, 5-HT e SP, e até duas horas apoés a injecdo de PGE..

Analisando separadamente cada resolvina nos modelos citados acima, pode-
se observar que: com relacdo ao edema, o pré-tratamento com a RvE1l nao foi
capaz de alterar a resposta induzida por SP e PGE; e, surpreendentemente,
aumentou o edema induzido por H e 5-HT; j& a RvD1 ndo alterou a resposta
induzida por H e PGE,, reduziu o edema induzido por 5-HT e, surpreendentemente,
aumentou o edema induzido por SP. Com relacdo a nocicepcao, o pré-tratamento

com a RvE1l foi capaz de reduzir a nocicepcdo induzida por todos os agentes
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utilizados; ja a RvD1 nao alterou a nocicepcéao induzida por SP e PGE,, e foi capaz

de reduzir a nocicepg¢éao induzida por H e 5-HT.

Baseando-se nos resultados obtidos, pode-se sugerir que 0S mecanismos
envolvidos nas acfes anti-edematogénica e antinociceptiva da RvE1 e da RvD1 nos
modelos de edema e hiperalgesia mecanica na pata traseira de ratos séo diferentes,
haja visto a disparidade de respostas observadas com os diferentes mediadores
estudados. Além disso, demonstra-se que é fundamental ter o conhecimento dos
efeitos produzidos pelas resolvinas sobre as respostas aos diferentes mediadores
pré-inflamatérios, uma vez que a utilizacdo dessas substancias em determinadas
enfermidades poderé potencializar o quadro patoldgico. Por exemplo, a utilizacéo de
RvE1 em uma inflamagé&o alérgica podera agravar o quadro inflamatério devido a
sua acdo no edema induzido pela histamina (AKDIS and BLASER, 2003).

Para verificar se as respostas anti-inflamatérias e antinociceptivas
apresentadas pelas resolvinas envolveriam inibicdo das ciclooxigenases, ou seja, se
0s SPMs aqui estudados apresentariam um mecanismo de acdo comum aos AINEs,
foi realizado um estudo comparativo para avaliar os efeitos da indometacina e do
celecoxibe nos modelos de edema e hiperalgesia mecanica induzidos por
carragenina na pata de ratos. Verificou-se que o pré-tratamento com a indometacina
reduziu o edema e a nocicepc¢ao induzidos por 500 ug de CG, porém nao o fez com
a dose menor (100 ug), efeitos esses divergentes dos observados com as
resolvinas. Em adicdo, esse dado ainda confirma a hipotese de que as respostas a
100 e 500 ug de CG sao diferentes, como ja proposto no trabalho de VINEGAR et
al., em 1987.

Utilizando o pré-tratamento com o celecoxibe, observou-se que houve uma
reducdo apenas na nocicepcdo com a maior dose de CG. FRANCISCHI et al. em
2002 demonstraram que a mesma dose de celecoxibe utilizada no presente trabalho
(30 mg/kg) era capaz de reduzir tanto 0 edema quanto a nocicepc¢ao induzidos por
250 pg de CG, sugerindo mais uma vez que as respostas a doses distintas de CG

sao diferentes.

E, por ultimo, procuramos comparar as respostas dos SPMs aqui utilizados

com um anti-inflamatorio esteroidal (AIE), a dexametasona. Observou-se que esse
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farmaco foi o mais eficiente dentre os tratamentos farmacologicos utilizados,
reduzindo tanto o edema quanto a nocicepg¢ao induzidos por 100 e 500 pg de CG.
Curiosamente, pode-se observar também gue aumentando a dose do estimulo pro-

inflamatoério, houve um aumento da eficacia da dexametasona.

Confrontando esses dados, fica evidente que os mecanismos envolvidos nas
acOes das resolvinas e dos AINEs sédo diferentes, ou seja, a agdo das resolvinas
provavelmente ndo se deve a inibicdo das ciclooxigenases e, consequentemente,
dos produtos gerados pelas mesmas, tais como as prostaglandinas, como ocorre
com os AINEs. Além disso, observou-se que nao deve haver uma producao
significativa de prostaglandinas com a utilizacdo de 100 pug de CG, uma vez que 0s
AINEs nédo obtiveram sucesso na reducdo do edema e da nocicepcdo com essa

dose de CG.

Comparando-se o efeito da dexametasona com o efeito produzido pelas
resolvinas E1 e D1, observou-se que a DEXA obteve melhores resultados em
relacdo a reducdo de edema e nocicepcao, ja que ela foi eficaz com as duas doses
utilizadas de carragenina e, além disso, apresentou maiores porcentagens de
reducdo do edema e da nocicepcédo induzidos pela CG. O mecanismo de acdo da
DEXA envolve a ligacdo dessa molécula a receptores intracelulares especificos e a
estimulacdo da transcricdo génica para exercer as suas atividades anti-inflamatorias
e imunossupressoras (ADCOCK, 2003). Esse farmaco também é responsavel pela
inibicdo da fosfolipase A,, enzima responsavel pela conversdo dos fosfolipidios de
membrana em acido araquidbnico e, consequentemente, acarreta em uma reducao
dos produtos formados a partir da metabolizacéo desse acido pelas ciclooxigenases,
assim como ocorre com 0os AINEs. A utilizacdo de AIEs deve ser feita com cautela
devido aos varios efeitos adversos provocados por essa classe de medicamentos,

uma vez que eles interferem no metabolismo geral do organismo.

Para verificar se receptores especificos estariam envolvidos nas acdes anti-
edematogénica e antinociceptiva das resolvinas nos modelos de edema e
hiperalgesia mecéanica induzida por carragenina na pata traseira de ratos, utilizou-se
0 U-75302, um antagonista seletivo de BLT1, um dos receptores ao qual a RvE1 se
liga. Em 2007, ARITA et al. demonstraram que a RVE1 se liga ao BLT1 atenuando

0s sinais pro-inflamatérios induzidos pela ligagdo de LTB, a esse receptor, 0 que
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poderia justificar a reducdo na migracdo de PMNs para o local inflamado. Outro fator
que corrobora essa hipotese é a reducdo das acgles anti-inflamatdrias observadas
em camundongos knockout para BLT1 e tratados com RvVE1l em um modelo de
peritonite induzida por zymosan (TAGER et al., 2000; ARITA et al., 2007). Nos
modelos experimentais utilizados nesse estudo, o U-75302 reverteu a reducao do
edema e da nocicepcdo induzidos por carragenina sob tratamento com RVE1,
sugerindo dessa forma, que os efeitos anti-edematogénico e antinociceptivo da
RVE1 nesses modelos ocorram mediante a ligacdo dessa resolvina ao receptor
BLT1.

Além desse antagonista, também foram utilizados os antagonistas dos
receptores GPR40 e GPR120, que sao receptores conhecidos por serem ativados
por acidos graxos livres (BROWN; JUPE and BRISCOE, 2005), tais como o0 acido
eicosapentaendico, que € precursor da RvEl. A administracdo de GW1100
(antagonista seletivo do receptor GPR40) e de AH7614 (antagonista seletivo do
receptor GPR120) ndo alterou as respostas edematogénica e nociceptiva induzidas
por carragenina em animais pré-tratados com RvELl. Sendo assim, pode-se sugerir
gque a RVE1l ndo exerce as suas acdes, nos modelos experimentais estudados,
mediante a ativacdo desses receptores corroborando a hipétese de Oh et al. (2010),
de que os metabdlitos de acidos graxos poliinsaturados do tipo 6mega-3, tais como

as resolvinas e as protectinas, ndo ativam os receptores GPR40 e GPR120.

As resolvinas, bem como 0s antagonistas, sdo diluidas em etanol e, portanto,
também foi avaliado o efeito desse solvente. Observou-se que o etanol nas
concentracdes de 5 e 10% em salina fisiologica estéril (via intraplantar) aumentou as
respostas edematogénica e nociceptiva induzidas pela carragenina. Esse achado
corrobora dados da literatura, como no trabalho de TATSUO et al. (1997), no qual
mostrou-se um efeito nociceptivo do etanol, via receptor GABA-A, administrado
sistemicamente (via oral) no teste de retirada de cauda. Adicionalmente, FRANKLIN
& ABBOTT (1993), apresentaram um efeito nociceptivo do etanol no teste da
formalina, também mediado por receptores GABA-A. Em relacdo ao aumento de
edema, a literatura apresenta trabalhos contraditérios. STRUBELT & ZETLER (1980)
mostraram um efeito anti-inflamatério do etanol (via oral) no modelo de edema de

pata e de pleurisia induzidos por carragenina. Em contrapartida, trabalhos
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apresentaram um aumento de edema cerebral e respostas pro-inflamatorias apos
tratamento com etanol (KATADA et al.,2009 e LIU et al., 2014). O presente trabalho
mostrou que, apesar desses efeitos observados em conjunto com a carragenina, a
injecdo intraplantar de etanol 10% isoladamente n&o alterou as repostas
edematogénica e nociceptiva dos animais de experimentacdo. Com base nesses
resultados e em dados obtidos da literatura, sugere-se um estudo detalhado acerca
dos efeitos locais do etanol, jA& que nos trabalhos encontrados s6 ha estudos

envolvendo a administracéo sistémica desse solvente.

Por fim, as resolvinas e protectinas, devido a caracteristicas intrinsecas de
suas moléculas, como por exemplo, grupamentos hidroxila e carboxila disponiveis,
sdo substancias passiveis de sofrerem degradacao facilmente, gerando metabdlitos
inativos. Dessa forma, as amostras de padrdo comercial de resolvina E1, resolvina
D1 e protectina DX foram analisadas por HPLC-DAD e os espectros de absorcao
dos picos obtidos foram semelhantes aos espectros obtidos na literatura conforme
apresentado por ARITA e seus colaboradores (2006) para a RvE1, por SUN e seus
colaboradores (2007) para a RvD1, e por CHEN e seus colaboradores (2009) para a
PDX. Nossos resultados indicaram um elevado teor de pureza das substancias
analisadas, sugerindo que as ac¢0es obtidas com a utilizagdo desses mediadores nos
modelos experimentais estudados se referem de fato as moléculas de resolvina E1,

resolvina D1 e a protectina DX.

Enfim, ao final desse trabalho foi possivel concluir que as resolvinas E1 e D1,
administradas perifericamente, tém grande potencial de utilidade como substancias
analgésicas, mas seu uso prolongado pode estar associado ao desenvolvimento de

efeitos adversos relacionados com a atividade pré-inflamatéria detectada.
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7. CONCLUSOES

A) Principais

1)

2)

3)

4)

5)

A resolvina E1 é duas vezes mais potente que a resolvina D1 nos modelos

de edema e hiperalgesia mecanica na pata traseira de ratos;

Sugere-se que o perfil de atividade anti-edematogénica e antinociceptiva da
RVEL1 seja diferente da RvD1 nos modelos experimentais avaliados;

Os mecanismos envolvidos nas ac¢des anti-inflamatérias e antinociceptivas

das resolvinas e dos AINEs sdo diferentes;

Os receptores GPR40 e GPR120 n&o parecem estar envolvidos nas agoes
anti-edematogénica e antinociceptiva da RvE1 nos modelos experimentais

estudados;

Provavelmente os efeitos anti-edematogénico e antinociceptivo da RvE1l
nos modelos experimentais avaliados ocorra mediante a ligagdo da RvE1l
ao receptor BLT1;

6) As resolvinas E1 e D1, administradas perifericamente, tém potencial para

serem melhores candidatas a farmacos analgésicos do que a farmacos anti-

inflamatorios.

B) Secundéarias

1) A nocicepc¢ao induzida por carragenina nos ratos Holtzman € maior que na

2)

3)

linhagem Wistar;

Os mecanismos envolvidos nas respostas edematogénica e nociceptiva a

doses distintas de CG sao diferentes;

Os espectros de absorcdo dos picos obtidos por HPLC-DAD indicaram um
elevado teor de pureza das substancias analisadas, a saber, resolvina E1,

resolvina D1 e protectina DX.
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