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RESUMO

FRANCIOSI, Anelise. Avaliagao do potencial analgésico e antinflamatério das
maresinas em modelos experimentais de atrite colite ulcerativa. 2022. 118 f.
Tese (Doutorado em Patologia Experimental) — Universidade Estadual de Londrina,
Londrina, 2022.

A dor € uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel, produto do processo
inflamatdrio que pode acometer individuos em diversas situag¢des, sendo na maioria
delas um agente incapacitante. O processo inflamatério e dor foram avaliados
através dos modelos experimentais de artrite induzida por didxido de titanio (TiO2) e
modelo de colite ulcerativa (CU) induzida por acido acético. Para investigar o
objetivo de avaliagdo do potencial analgésico e anti-inflamatoério, foram utilizados
mediadores lipidicos pro resolugdo, as maresinas 1 (MaR1) e 2 (MaR2), como
abordagem terapéutica. A artrite foi induzida em camundongos com Titanio (TiO2)
intra-articular (i.a) (3mg/articulagdo). Apds 24 horas, os animais foram tratados com
MaR1 (1, 3 e 10ng — intraperitoneal i.p), e os tratamentos seguiram até o 30° dia pds
indugdo. Ao longo dos 30 dias, a dose-resposta da droga foi avaliada pela realizagao
de testes comportamentais (hiperalgesia mecanica e térmica, avaliagdo de
incapacitacao estatica). Foi escolhida a dose de 10ng para o tratamento devido sua
eficacia pelo periodo de 72 horas. A avaliagdo da ativagao de neurbénios do ganglio
da raiz dorsal (DRG) por imageamento de calcio foi realizado no segundo dia (48 hr)
pos indugdo. Outros parametros inflamatérios foram avaliados como o edema, o
recrutamento de leucdcitos no lavado articular foram avaliados durante os 30 dias, e
apos a eutanasia respectivamente. Parametros histolégicos como o recrutamento
celular, hiperplasia sinovial, neovascularizacdo e degradacdo da cartilagem,
demonstraram a capacidade anti-inflamatéria da MaR1. A MaR1 mostrou-se uma
excelente abordagem terapéutica, ja que nao confere toxicidade gastrica, hepatica
ou renal, atuando ainda na modulagdo de hiperalgesia e inflamacéo. A CU foi
desencadeada em camundongos com acido acético (AAC) intraperitoneal (i.p) (na
concentragdo de 6%). Os camundongos foram tratados com MaR2 (300pg e
3ng/animal) antes e apds a indugao da inflamagdo com acido acético via intraretal.
Para observar o potencial analgésico e anti-inflamatério por meio da droga-resposta,
foram avaliados a hiperalgesia mecanica visceral, e atividade da mieloperoxidase
(MPO). Devido a sua eficacia, escolheu-se a dose de 3 ng, e assim o efeito anti-
inflamatdrio foi avaliado por pardmetros histolégicos como a destruicao das células
caliciformes, a atrofia das criptas, distanciamento das camadas musculares e
mucosa, o recrutamento de leucdcitos e mastocitos. Foi avaliada populacdo de
macrofagos no tecido colénico por meio de imunomarcagédo de F4/80 para
macrofagos, e INOS para células produtoras de o6xido nitrico sintase induzivel
(INOS). A MaR2 age como analgésica reduzindo a hiperalgesia mecanica visceral, e
anti-inflamatéria diminuindo o recrutamento celular e os demais parametros
histolégicos, bem como a quantidade de macréfagos positivos para iINOS no tecido
colbnico. Conclui-se que as Maresinas sao potencias alternativas terapéuticas, tanto
na inflamacéo aguda causada pela colite induzida por acido acético, quanto na
inflamacéo crénica, produto da artrite induzida pelo TiOz2.

Palavras-chave: artite; colite; dor; inflamagao; maresinas.



ABSTRACT

FRANCIOSI, Anelise Evaluation of the analgesics and anti-inflammatory
potential of maresinas in experimental models of atritis and ulcerative colitis.
2022. 118 p. Thesis (Doctorate in Experimental Pathology) — Universidade Estadual
de Londrina, Londrina, 2022

Pain is an unpleasant sensory and emotional experience, a product of the
inflammatory process that can affect individuals in various situations, most of which
are a disabling agent. The inflammatory process and pain were evaluated through
the experimental models of titanium dioxide-induced arthritis (TiO2) and ulcerative
colitis (UC) model induced by acetic acid. To investigate the objective of evaluating
analgesic and anti-inflammatory potential, pro-resolution lipid mediators were used,
maresins 1 (MaR1) and 2 (MaRz2), as a therapeutic approach. Arthritis was induced
in mice with intra-articular Titanium (TiO2) (i.a.) (3mg/joint). After 24 hours, the
animals were treated with MaR1 (1, 3 and 10ng - intraperitoneal i.p), and the
treatments continued until the 30th day after induction. Over the course of 30 days,
the dose-response of the drug was evaluated by conducting behavioral tests
(mechanical and thermal hyperalgesia, evaluation of static disability). The dose of
10ng was chosen for treatment due to its efficacy for a period of 72 hours. The
evaluation of dorsal root ganglion neuron (DRG) activation by calcium imaging was
performed on the second day (48 hr) after induction. Other inflammatory parameters
were evaluated as edema, recruitment of leukocytes in the joint washes were
evaluated during the 30 days, and after euthanasia, respectively. Histological
parameters such as cell recruitment, synovial hyperplasia, neovascularization and
cartilage degradation demonstrated the anti-inflammatory capacity of MaR1. MaR1
proved to be an excellent therapeutic approach, since it does not confer gastric,
hepatic or renal toxicity, still acting in the modulation of hyperalgesia and
inflammation. UC was triggered in mice with intraperitoneal acetic acid (AAC) (i.p. (at
a concentration of 6%). The mice were treated with MaR2 (300pg and 3ng/animal)
before and after induction of inflammation with acetic acid intrarectally. To observe
analgesic and anti-inflammatory potential through the drug-response, visceral
mechanical hyperalgesia and myeloperoxidase (MPO) activity were evaluated. Due
to its efficacy, the dose of 3 ng was chosen, and thus the anti-inflammatory effect
was evaluated by histological parameters such as the destruction of calliform cells,
atrophy of the crypts, distancing of muscle and mucosal layers, recruitment of
leukocytes and mast cells. A macrophage population in colonic tissue was evaluated
by immunostagging f4/80 for macrophages, and iNOS for nitric oxide-producing cells
inducible synthase (iNOS). MaR2 acts as analgesics reducing visceral mechanical
hyperalgesia, and anti-inflammatory, decreasing cell recruitment and other
histological parameters, as well as the amount of iINOS-positive macrophages in
colonic tissue. It is concluded that Maresinas are therapeutic alternative potentials,
both in acute inflammation caused by acetic acid-induced colitis and in chronic
inflammation, a product of TiOz-induced arthritis.

Keywords: artite; colitis; pain; inflammation; maresinas.
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1. INTRODUGAO

A dor é um dos principais fatores que leva o individuo a procura por
cuidados em saude, responsavel por aproximadamente 50% das consultas na saude
primaria, sendo que 20% destas representam as consultas por motivo de dor cronica
(FMUL, 2011).

Por vezes, a dor ndo se estende apenas ao fisico e n&o esta ligada
apenas a lesdo em si, uma vez que € possivel a progressdo da dor mesmo com o
sessar do estimulo doloroso ou apos a erradicagao da lesao. Por este motivo, a dor
passou a ser entendida como uma doenca e ndo somente como um sintoma,
demonstrando a necessidade de seu tratamento.

O processo de dor pode ser classificado de varias formas,
dificultando muitas vezes o seu diagndstico e, por conseguinte, o tratamento. As
lesbes articulares por exemplo, podem ser causadas por uma série de fatores, e
independente deles, a inflamagao no local ira evoluir para um processo cronico,
sendo seguida pela evolugao da dor.

O mesmo se da em relagao as doencgas inflamatdrias intestinais que
englobam a inflamacao de parte do intestino grosso, chamada de colite ulcerativa.
Nesses casos, ha inflamacgéo progressiva e dolorosa, que depende de intervengao
medicamentosa para conter a evolucao da lesao.

Ainda que existam medicamentos direcionados para diminuir a dor
independente da sua classificagao, seja ela fisioldgica, patolégica, aguda, crénica ou
neuropatica, os medicamentos em questao ainda apresentam efeitos adversos que
dificultam o tratamento, ou levam a progressao da doencga e da dor.

E preciso que o controle da dor e da inflamacao seja encarado como
uma prioridade na saude primaria, que deve ser identificada e monitorada para
garantir a qualidade de vida dos pacientes. Por esse motivo, a dor se enquadra na
vasta lista de problemas de saude publica, ja que pode levar a incapacidades,

quando n&o controlada adequadamente.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Inflamagao

Ha relatos da antiguidade, advindos da civilizagdo suméria, que
desde IV milénio antes de Cristo (2700 a.C.) ilustram o processo inflamatério em
hieroglifos. Por volta do primeiro século depois de Cristo, Celsus descreveu a
inflamacéao e, até entdo, seus quatro sinais cardinais (figura 1), sendo eles o rubor
(vermelhidao), o calor, o tumor (inchago, posteriormente chamado de edema) e a dor
(ROCHA E SILVA, 1994). Os sinais cardinais citados acima originam a resposta
inflamatdria. Isso se da devido ao aumento da permeabilidade vascular e do fluxo
sanguineo, que consequentemente promovem o edema. Além dessas alteragoes, as
células envolvidas no processo sao recrutadas para o local da infecgdo, promovendo
a producéao e liberacdo de mediadores pro-inflamatérios que perpetuam a resposta
(FREIRE e VAN DYKE, 2013).

Com isso, pode-se observar a importancia do processo inflamatério
para a sobrevivéncia, pois sao utilizados diversos recursos do organismo frente
infeccbes ou lesdo tecidual causada por um agente nocivo para desencadear a
inflamacéo (MEDZHITOV, 2008).

O processo inflamatério normalmente é bem coordenado e esses
sinais cardinais trabalham de modo harmonioso para orquestrar a reagdo do
organismo. Porém, em condigcbes de desequilibrio entre os sinais cardinais da
inflamacao, a resposta inflamatéria pode se tornar persistente, promovendo danos
ao tecido onde a mesma ocorre. Devido a isso, o quinto sinal cardinal da inflamacao,
denominado perda de fungéao foi relatado pelo médico Rudolf Virchow e adicionado
como mais uma caracteristica inflamatoria (FREIRE e VAN DYKE, 2013).
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Figura 1: Representagéo dos sinais cardinais da inflamagéo (adaptado de LAWRENCE et al., 2002).

A inflamacao é resultado desse processo e é dividia de acordo com
a sua duragdo em dois grupos, inflamacado aguda e crénica. A inflamagéao aguda é
relativamente rapida, sendo de curta duragéo e ocorre com o auxilio de células como
os fagécitos, que nao possuem a capacidade de gerar memoria imunolédgica
(MURAKAMI e HIRANO, 2012; ABDULKHALEQ et al., 2018).

A resposta inflamatéria aguda € um dos processos vitais mais
dinamicos ja vistos (SERHAN, 2014), que tém como objetivo proteger o hospedeiro
contra infeccdes ou lesdes causadas por uma grande diversidade de antigenos. E
um processo localizado que opera para a eliminagdo autolimitada dos agentes
etiolégicos com a finalidade de remover os tecidos danificados e restaurar a
homeostase (SERHAN, 2017).

No local, a inflamagéo aguda é caracterizada por promover dilatagao
e aumento da permeabilidade vascular, acompanhada do aumento do fluxo
sanguineo, resultando no recrutamento de leucdcitos, incluindo neutrofilos,
monadcitos, macrofagos e linfécitos (MAJNO & JORIS, 2004).

Esta reposta se inicia no momento em que o agente nocivo
atravessa a barreira primarias. Sua presenga desencadeia o reconhecimento dos
patdgenos através dos padrées moleculares associados aos patéogenos (PAMPs) e
receptores de reconhecimento padrao (PRRs), como os receptores do tipo toll (TLR)
ou receptores do tipo NOD (NLR) (MEDZHITQV, 2008; TAKEUCHI; AKIRA, 2010).

Uma vez ativados, os PRRs promovem a ativagdo de vias de

sinalizagcdo que, por sua vez, originam a ativagdo de fatores de transcrigdo e



18

producdo de mediadores como citocinas e lipideos pro-inflamatérios, ou ainda a
producao de moléculas denominadas de padrbes moleculares associados aos danos
(DAMPs). Em relacao aos fatores de transcricao, tem-se a ativagcao do fator nuclear
kKB (NF-kB) que induz a producéo de diversas citocinas inflamatérias como fator de
necrose tumoral-a (TNF-a), interleucina 1-B (IL-1B) e 6 (IL.-6) (MEDZHITOV, 2008;
TAKEUCHI; AKIRA, 2010).

A partir desta ativagdo, a porta para a produgdo de outros
mediadores inflamatérios estd aberta, e com isso, as aminas vasoativas, as
quimiocinas, o leucotrieno B4 (LTB4) e prostaglandina E2 (PGE2) comegam a ser
produzidos, o0 que leva a uma perpetuagcdo da resposta inflamatéria (VERRI,
CUNHA; PARADA; POOLE et al., 2006).

Todo o tecido a redor do foco inflamatoério sofre com esse processo,
ha aumento no calibre dos vasos, possibilitando o aumento do fluxo sanguineo local,
e por vezes, o aumento da permeabilidade vascular também. Com isso ha um
extravasamento de liquido rico em proteinas que contribui para a formagdo do
edema. As alteracbes vasculares e do fluxo hemodinamico favorecem a
marginalizagao dos leucécitos como um preparo para a migragao, principalmente de
neutréfilos (THEOHARIDES; KEMPURAJ; TAGEN; CONTI et al., 2007).

Com a produgéo e secregao de citocinas pré-inflamatérias no tecido
inflamado, as células epiteliais sdo ativadas e também passam a produzir citocina,
contribuindo para a quimiotaxia de neutréfilos para o local (WOODFIN; VOISIN;
IMHOF; DEJANA et al., 2009). Um dos eventos envolvido na migracao celular é a
juncdo do TNF-a com seu receptor, que promove a producdo das quimiocinas
CXCL1 e CXCL2 em sequéncia, mesmo que por tipos celulares diferentes. A CXCL1
€ produzida pelo endotélio e é responsavel pela forte adesdo e movimentacdo das
células pelo lumen endotelial, mas para que ocorra a transmigragao das células por
juncdes endoteliais € necessaria a liberagcdo da CXCL2 por neutrdfilos. Essa
quimiocina se liga ao receptor atipico de quimiocina (ACKR1) mantendo sua
exposi¢ao em células endoteliais, 0 que permite a interagdo de CXCL2/CXCR2 entre
a célula endotelial e o neutrdéfilo (GIRBL; LENN; PEREZ; ROLAS et al., 2018).

Durante as primeiras horas (6 a 24 horas) do processo inflamatério,
as células predominantes no local sdo os neutrdfilos, isso se deve ao fato de
estarem presentes em grande quantidade na corrente sanguinea e serem

responsivos as quimiocinas que orquestram a sua migragao pelo endotélio vascular
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(MOCSAI; WALZOG; LOWELL, 2015). Com o passar do tempo (24 a 48 horas), o
mondcito passa a ser o tipo celular predominante e, através da passagem pelo
endotélio vascular em direcdo ao tecido por diapedese, se diferenciara em
macrofago, que dependendo da fase inflamatdria possuira fendtipos diferentes. Na
fase inicial por exemplo, sdo macrofagos do tipo M1, que possuem um perfil mais
pré-inflamatério e microbicida, enquanto que na fase resolutiva sdo do tipo M2, um
perfil mais anti-inflamatorio e resolutivo (MOSSER e EDWARDS, 2008; MARTINEZ;
HELMING; GORDON, 2009).

Outras moléculas, como as espécies reativas de oxigénio (EROs) e
nitrogénio (ERNs), possuem um papel importante na inflamacéo, ja que a produgao
dessas espécies reativas pode potencializar o processo inflamatério. O acumulo de
tais moléculas leva a ativagao de vias de sinalizacdo, como € caso da via do NF-kB,
uma via redox sensivel. Outras vias podem ativar fatores de transcricdo e promover
danos a biomoléculas, como as proteinas, a membrana lipidica e até mesmo o
material genético (TORRES; FORMAN, 2003; GLOIRE; PIETTE, 2009; ZHANG;
WANG; VIKASH; YE et al., 2016; CUMPSTEY; FEELISCH, 2017).

A inflamacgao crbnica € uma promotora classica de varias doencgas
humanas, como a osteoporose (MUNDY, 2007), a artrite (SIMMONDS & FOXWELL,
2008) e as doencas inflamatdrias intestinais (ARITA, et al., 2005). Este processo
resulta em um dano tecidual ainda maior, remodelacdo tecidual ineficiente e
cicatrizacdo tecidual inadequada, exemplificada pela deposi¢cao excessiva de matriz
extracelular. A perpetuacdo da inflamagdo acontece devida a produgado tardia,
insuficiente ou até mesmo inexistente dos mediadores lipidicos pro-resolugao
(SPMs), que dificulta a resolugdo do processo inflamatorio (revisto por SERHAN et
al., 2015).

2.2 Resolugao

Tradicionalmente, o processo resolutivo, responsavel por findar a
inflamacéo, foi caracterizado como passivo (BUCKLEY, et al., 2013; BUCKLEY, et
al., 2014), por meio de sinais que em conjunto contribuem para reverter o acumulo
de granuldcitos no sitio inflamatério e reprogramar o tecido nos niveis celular e
molecular, levando a um estado de “homeostase adaptada” (revisto por
FULLERTON e GILROY, 2016).

Porém, atualmente, alguns estudos demonstraram que a resolugao
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€ um processo ativo, sendo este caracterizado por uma sequéncia de eventos que
sao induzidas e coordenados pelos SPMs. Esses lipideos possuem a propriedade
de controlar os eventos celulares para promover a limpeza do local da infecgao ou
lesdo, removendo as células inflamatdrias atuantes e restabelecendo a homeostase
e funcédo tecidual (SERHAN, et al., 2014).

Os SPMs sao advindos da transformagdo dos &acidos graxos
essenciais 6mega-6 e 6mega-3, como acido araquidbnico, acido eicosapentaendico
(EPA) e acido docosaexaendico (DHA). Eles sdo subdivididos nas familias das
lipoxinas (Unica proveniente do 6mega-6), resolvinas (Rv), protectinas e maresinas
(MaR). E assim como desempenham um papel importantissimo na resolugao do
processo inflamatério, também estdo envolvidos na defesa do hospedeiro contra
microrganismos e lesdes teciduais, bem como no remodelamento tecidual
(SERHAN, 2014).

SPMs promovem a ativagdo de mecanismos especificos envolvidos
na resolucado da inflamagao, como por exemplo, a regulagdo negativa de citocinas
pré-inflamatérias; supressao das vias intracelulares que levam a inflamacéo;
remocéo e limpeza de detritos de células inflamatorias (SERHAN et al., 2015).

O processo de resolugao tem inicio quando as vias de sinalizagao
sao ativadas para o reconhecimento do antigeno, e assim que as vias pro-
inflamatodrias, ou algumas das moléculas envolvidas sdo atenuadas, o antigeno é
eliminado. E entdo, a resolugdo da inflamacdo avanca para uma nova fase. Isso
ocorre devido a tentativa de amenizar a produgdo de citocinas pro-inflamatérias e
outas moléculas, afim de evitar a cronicidade (FEEHAN e GILROY, 2019). Nesta
fase, por exemplo, a PGE2 é oxidada com o objetivo de diminuir o recrutamento de
neutréfilos, ja que a sinalizagdo PGE2 sobre os neutrdfilos induz a expressao da
enzima 15-lipoxagenase, promovendo a mudanga de classe dos lipideos
inflamatoérios para SPMs, como a lipoxina (LxA4) (LEVY; CLISH; SCHMIDT;
GRONERT et al., 2001).

A redugdo do recrutamento de leucdcitos para o local da inflamagéao
também promove a retirada dos neutréfilos da superficie endotelial, além de induzir a
apoptose dessas células para posterior remogao dos corpos apoptoticos por
macrofagos néo recrutados para o tecido por meio da inflamagdo, bem como a
retirada de debris inflamatdrios e infecciosos. Por meio deste processo, a quantidade

de citocinas pro-inflamatorias € reduzida, promovendo a regulagao da homeostase
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tecidual (SERHAN, 2014). Os macrdéfagos envolvidos na eferocitose podem se retirar
do local de inflamacgéo via vasos linfaticos, ou por apoptose (GILROY, et al., 2003).
O numero de neutréfilos no local da inflamagao durante a resolugao
nao € reduzido apenas pela diminuicdo do recrutamento dos mesmos, mas também
por meio da apoptose (PERRETTI; SOLITO, 2004; SCANNELL; FLANAGAN;
DESTEFANI; WYNNE et al., 2007). Em meio a apoptose, as células secretam sinais
quimioatraentes para macréfagos nao envolvidos na inflamacéo até o momento,
como CX3CL1, trifosfato de adenosina (ATP) e uridina trifosfato (UTP) (LAUBER et
al., 2003; GUDE et al., 2008; TRUMAN et al., 2008). Além de possuirem moléculas
na superficie da membrana celular que funcionam como sinais de morte mediando a
eferocitose (HE; KUBO; MORIMOTO; FUJINO et al., 2011; RAVICHANDRAN, 2011).
Apos a eferocitose, o perfil inflamatério dos macrofagos produtores de moléculas pré
inflamatdrias, como TNF-a e LTB4, é alterado para o perfil resolutivo, e passam a
produzir o fator de transformacéo do crescimento B (TGF-B), fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF), interleucina 10 (IL-10) e LXA4 (ORTEGA-GOMEZ;
PERRETTI; SOEHNLEIN, 2013), o que é de grande valia para o estabelecimento da

homeostase e reparo tecidual.

2.3 Dor

O conceito de dor foi descrito primeiramente em 1986 pela
associagao internacional de estudo da dor (International Association for the Study of
Pain — IASP), como uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel, que esta
fortemente associada a uma lesdo propriamente dita ou mesmo a uma lesdo em
potencial (OTIS; FLOR e TURK, 2013). E considerada o quinto sinal vital em
conjunto a fungéo respiratéria e térmica (LUNA, 2006), sendo também um sinal
marcante presente entre os sinais cardinais da inflamacéo.

Para se referir a dor, também pode ser o utilizado o termo
nocicepcdo, que esta relacionado diretamente com o reconhecimento de sinais
dolorosos envolvendo o sistema nervoso por meio da comunicacao entre neurbnios,
chamados de nociceptores. Essa interagdo entre eles resulta em informacgdes
relacionadas as lesées (HELLEBREKERS, 2002).

Tendo como foco o papel da dor como sinal vital, quando qualquer
parte do corpo (externa e/ou internamente) & exposto a qualquer agente com

potencial nocivo, é iniciado o estimulo que induz a sensacdes desagradaveis. E
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assim que o individuo é avisado sobre o possivel agente agressor e, este sinal tem a
intencado de diminuir os danos que possam ser causados. O estimulo nocivo precisa
ser interpretado pelo organismo, e a informacéao resultante desta interpretacdo pode
ser dividida em dor fisiologica ou patoléogica (FANTONI e MASTROCINQUE, 2002;
ALMEIDA et al., 2006).

A dor por ser dividida em nociceptiva e nao nociceptiva. Dentro
dessas categorias ainda se encontram subcategorias, onde a dor nociceptiva é
subdividida em visceral ou somatica; e a dor ndo nociceptiva em neuropatica e
simpatica (JANEIRO, 2017).

A dor nociceptiva ocorre a partir de estimulos especificos
relacionados diretamente a receptores de dor, podendo ser receptores relacionados
a temperatura, distensao, vibragcdo, e a substancias quimicas que podem ser
liberadas por células que foram danificadas (KLAUMANN; WOUK e SILLAS, 2008;
MOFFAT e RAE, 2011).

Nesta categoria se encontra a dor visceral, que acomete 6rgaos
internos, e geralmente € precursora de algum processo patolégico como por
exemplo infecgdes, inflamacdes, neoplasias, alteracbes na motilidade ou na
transmissao de sensagdes viscerais propagadas por nervos transmissores, ou ainda
a isquemia. Este tipo de dor é frequentemente associada aos efeitos provocadas
pelo sistema nervoso autbnimo, como por exemplo a sudorese, palidez, nauseas,
alguns disturbios gastrointestinais, mudanga da temperatura corpérea, ou alteragdes
na pressdo arterial e frequéncia cardiaca. E caracterizada como uma dor
prolongada, subjetiva que se faz sentir como espasmos ou céaibras (KLAUMANN;
WOUK e SILLAS, 2008).

Ja a dor nociceptiva smatica é resultado de lesdes que acometem a
pele, musculos, articulagdes, 0ssos ou ligamentos, e pode ainda ser subdividida em
dor superficial (também conhecida como dor cutédnea) que se apresenta de maneira
aguda e imediata e acomete principalmente a pele ou regides de mucosa; ou
profunda que normalmente é silenciosa, e causada por fissuras, fraturas, lesdes
musculares, de ligamento ou tenddes, ou que comprometem 0s vasos sanguineos
(KLAUMANN; WOUK e SILLAS, 2008).

Ambos os processos de dor comentados anteriormente se iniciam
por estimulos inevitaveis, aqueles que chegam até o cortex para serem

interpretados. Com isso, sao desenvolvidas respostas adaptativas especificas a
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eles, e geralmente independentes (FANTONI e MASTROCINQUE, 2002;
HELLEBREKERS, 2002).

Dentro da dor nociceptiva, estudam-se ainda a dor fisioldgica, aquela
responsavel por induzir respostas de carater protetor, como por exemplo a reagao de
fuga (reflexo de retirada), desenvolvido a fim de interromper a exposig¢éo ao estimulo
considerado nocivo. E a dor patologica que esta relacionada a estimulos dolorosos
que se mantém por longos periodos de tempo, e sendo responsaveis por estimular
neurbnios nociceptivos (que respondem a estimulos de dor) aferentes,
potencializando os efeitos da dor (FANTONI e MASTROCINQUE, 2002;
HELLEBREKERS, 2002).

E por outro lado se tem a dor ndo nociceptiva, esta dor ndo esta
associada a receptores especificos, é produzida por disfungdes em células
nervosas. A dor ndo nociceptiva se manifesta a partir do sistema nervoso periférico,
e é classificada em neuropatica ou simpatica (MOULIN, et al., 2007; HAANPAA, et
al., 2011).

A dor neuropatica é causada por uma disfungcado ou lesdo no nervo,
ou por alguma doenga que acometa o sistema nervoso somatossensorial. A lesao
causadora da dor por ser parcial ou total, e pode ser localizada em qualquer regiao
do sistema nervoso, sendo central ou periférico (BALLANTYNE, 2010; JENSEN, et
al., 2011). Entretanto, € um tanto dificil promover um diagndstico assertivo, ja que
este processo patoldgico possui uma etiologia variavel, multifatorial. E é pela
complexidade desta dor e pela dificuldade de avaliar a verdadeira origem das lesdes
em vias sensitivas que os diagnésticos sao por muitas vezes errébneos (MOULIN, et
al., 2007; POWELL, et al., 2010; HAANPAA, et al., 2011).

E frequentemente associada a sintomas neuroldgicos capazes de
reduzir a sensagao ou promover a anestesia completa, ou ainda causar a
hiperexcitabilidade. As sensagbes relacionadas a essa dor sdo descritas como
formigamento ou dorméncia, e podem gerar grande impacto no dia a dia do
paciente, alterando movimentos, levando a perturbagdo do sono, dificultando a
concentragcao, promovendo até mesmo o avango de doengas que sao relacionadas a
qualidade de vida, como a depressé&o (MOULIN, et al., 2007; POWELL, et al., 2010).

Em comparagcdo, a dor simpatica é causada pela hiperatividade
proveniente da parte simpatica do sistema nervoso vegetativo, responsavel pelo

controle do fluxo sanguineo que irriga os tecidos. A dor simpatica € de carater
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nervoso, chamada frequentemente de neuropatia, nevralgia, neurite, e ocorre em
sua maioria apos fratura ou lesdes de tecido mole, o que resulta na denominada
Sindrome Dolorosa Complexa Regional. Esse tipo de dor é ndo nociceptiva, ja que
nao existe envolvimento de receptores especificos para dor (CASTRO-LOPES, et
al., 2010; POWELL, et al., 2010; AZEVEDO, et al., 2012).

Além do mais, quando se fala de dor, é indispensavel que a dor seja
discriminada de acordo com a sua duragao, podendo entdo ser chamada de aguda,
quando identificada no inicio, com um curto periodo de duracédo e que pode ter sua
causa identificada com clareza. Em muitos casos, a dor aguda € benéfica, pois pode
funcionar como um sinal de alerta, no entanto, quando nao controlada pode retardar
a cura, aumentar o risco de morbidade e evoluir para um quadro de dor crénica
(GUYTON e HALL, 2011).

A dor crbnica atinge cerca de 19% da populagao, possui um longo
periodo de duragao, entre 3 a 6 meses, ou superior a isso (BREIVIK, et al., 2006;
RISKOWSKI, 2014; NAHIN, 2015). Esta diretamente ligada a destruicao tecidual,
embora seja de causa multifatorial, e por consequéncia, pode levar a diversos
estados patolégicos (Diregdo-Geral da Saude. Plano Nacional de Luta Contra a Dor,
2001; Direcdo-Geral da Saude. Programa Nacional de Controlo da Dor, 2008;
GUYTON e HALL, 2011; CHERUBINO, et al., 2012).

A dor crénica reflete diretamente na vida do paciente desde o estado
psicolégico, bem como um aumento da suscetibilidade a infecgbes, ja que as
consequéncias a dor sao de carater multiplo e prejudicam fungdes fisioldgicas,
deprimindo o sistema imunoldgico (HELLEBREKERS, 2002).

Vale lembrar que entre a maioria das causas de dores crbnicas
estao as doencas osteoarticulares, desde um trauma, até a osteoporose, osteoartrite
e artrite reumatoide, e além dessas, a cefaleia também tem seu destaque como
etiologia da dor crénica (CASTRO-LOPES, 2010).

Por outro lado, a dor inflamatéria é responsavel por induzir a
hipersensibilidade mecanica e térmica na auséncia de estimulos nocivos. A dor pode
ser exacerbada pela sensibilizagdo de nociceptores, promovendo um estado
conhecido como hiperalgesia, ou seja, uma resposta da dor aumentada por um
estimulo doloroso (VERRI et al., 2006), ou alodinia que se refere a resposta
nociceptiva os estimulos ndo dolorosos (FERREIRA; FERRARI; CUNHA;
NASCIMENTO et al.,, 2009). Essa excitabilidade do neurbénio sensorial primario
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acontece pela acédo do TNF-a e da IL-1B através ligagdo das mesmas em seus
receptores (receptor de fator de necrose tumoral alfa (TNFR1) e receptor de
interleucina 1 do tipo 1 (IL-1R1) respectivamente), presentes no neurénio periférico
aferente primario (CUNHA; POOLE; LORENZETTI; FERREIRA, 1992; SORKIN;
DOOM, 2000; CUNHA; VERRI; SILVA; POOLE et al., 2005; JIN; GEREAU, 2006;
EBBINGHAUS; UHLIG; RICHTER; VON BANCHET et al., 2012; GUDES; BARKAI;
CASPI; KATZ et al., 2015).

A resposta a dor inflamatoéria € um tanto quanto complexa, e quando
ha interacdo entre o TNF-a e IL-1B e seus receptores, ha a ativagdo de map
quinases, como por exemplo a p38, capaz de promover a fosforilagdo de canais
como Nav1.8. Essa fosforilagdo garante o aumento significativo de potenciais de
acao e excitabilidade neuronal (CUNHA; VERRI; SILVA; POOLE et al., 2005;
GUDES; BARKAI; CASPI; KATZ et al., 2015).

A sensibilizagdo da dor inflamatéria € mediada por outros
mediadores inflamatérios na periferia, como a PGE2, a histamina e algumas
citocinas que podem ser liberadas por mastdcitos, macrofagos e neutrofilos
presentes no meio (FATTORI, HOHMANN, et al., 2017; PINHO-RIBEIRO, VERRI, &
CHIU, 2017). Esses leucdcitos que podem ser residentes teciduais ou recrutados
para o local da lesdo sao de extrema importancia para a manutencdo da dor
inflamatéria devido ao fato de produzirem os mediadores inflamatérios para
perpetuacéao a inflamacao (CUNHA; VERRI; SCHIVO; NAPIMOGA et al., 2008; OLD;
NADKARNI; GRIST; GENTRY et al, 2014; SCHUH; PIERRE; WEIGERT;
WEICHAND et al., 2014; AICH; AFRIN; GUPTA, 2015). Por outro lado, na medula
espinhal a excitacdo € mediada por citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento
que sao produzidas e liberadas por células da glia, pela micrdglia, astrocitos e
oligodendrécitos (SCHOLZ & WOOLF, 2007; ZARPELON et al., 2016; FATTORI,
BORGHlI, et al., 2017).

2.3.1 Mecanismo de Dor

O mecanismo de dor € um fendbmeno neurolégico enredado, que
acontece mediante a comunicagao entre neurdnicos aferentes primarios capazes de
conduzir os estimulos nociceptivos. Esses neurbnios sensoriais sdo chamados de
nociceptores e sao unidades primarias da dor. S&do neurdnios cujos corpos celulares

estdo agrupados na raiz dorsal ou nos ganglios trigeminais (BARROT, 2012), e que
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possuem a fungdo de manter a homeostase tecidual reconhecendo uma injuria real
ou em potencial. Podem mediar a dor e inervar densamente os tecidos periféricos,
incluindo as articulagbes, a pele, o trato gastrointestinal e as vias respiratérias
(MORAES, et al., 2013; PINHO-RIBEIRO, VERRI e CHIU, 2017).

A conducéo de sinais dolorosos é bastante responsiva a modulacao
entre outros neurdnios produtores e secretores de neurotransmissores inibitérios ou
excitatérios (TRESGUERRES, et al., 2005; KLAUMANN, WOUK e SILLAS, 2008;
GUYTON e HALL, 2011; MORAES, et al., 2013).

A nocicepgao € o componente fisiolégico da dor, o processo neural
de codificacdo de estimulos nocivos, e € composto por trés processos bases,
transducdo, transmissdo e percepc¢do. A transducdo transforma a energia do
estimulo em potenciais de acao pelo receptor, enquanto a transmissao dispara os
sinais pelo sistema nervoso. E a percep¢cao promove a modulagdo dos sinais
nervosos formados em resposta a um estimulo externo considerado nocivo
(MESSLINGER, 1997; TRANQUILLI, 2004; TRESGUERRES, et al., 2005; GUYTON
e HALL, 2011; ROBINSON, 2012; WIDMAIER, et al., 2013).

A passagem de sinal acontece basicamente pela conex&o entre trés
neurénios, sendo eles o neurbénio de primeira ordem gerado na periferia e que se
projeta até a medula espinal, ja o neurénio de segunda ordem ascende pela medula
espinal e o de terceira ordem se alonga para o cértex cerebral (MESSLINGER,1997;
TRANQUILLI, 2004). Se a informagdo que estes neurdnios estdo traduzindo
encontra a consciéncia, € chamada de sensagao, e quando a mesma ¢é percebida
pelo organismo recebe o nome de percepcao (TRESGUERRES, et al.,, 2005;
KLAUMANN, WOUK e SILLAS, 2008; GUYTON e HALL, 2011; MORAES, et al.,
2013).

Os nociceptores respondem a trés estimulos capazes de excitar os
receptores relacionados ao processo de dor, estes estimulos sdo de natureza
mecanica, quimica e/ou térmica. Estes neurdnios se utilizam de uma via para a
propagacao da dor aguda e outra para a dor crbnica. Isso sé é possivel devido as
fibras, componentes neuronais intimamente ligados a transdugdao de sinal
(TRESGUERRES, et al., 2005; KLAUMANN, WOUK e SILLAS, 2008; GUYTON e
HALL, 2011; MOFFAT e RAE, 2011).

As vias utilizadas pelos nociceptores sao organizadas pela na

medula espinal e encéfalo, e sdo chamadas de via ascendente antero-lateral ou
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espino-talamica, utilizada para a condugao da dor rapida, e a via da coluna dorsal,
que pode também ser denominada porgao de substancia branca é responsavel pela
condugao da dor lenta (figura 2) (WIDMAIER, et al., 2013).

A Cortex

somatossensorial

Cortex
somatossensorial

Talamo Talamo

Formagdo

Formagio
reticular

reticular
Cerebelo
Tronco
cerebral

Tronco cerebral
Cerebelo

Medula +—— Medula
Sistema
antero-lateral

Coluna Dorsal
Posterior

Fibra aferente
( — Medula

= g

Fibra aferente -v

Figura 2: Sistema antero-lateral (A) e Sistema da coluna dorsal (B). Adaptado
de Widmaier EP, Raff H, Strang KT. Vander, Sherman & Luciano - Fisiologia
Humana: Os Mecanismos das Fungdes Corporais. 12a. Guanabara, editor. 2013.
197-213 p.

As fibras sdo classificadas em relacdo ao seu didmetro, grau de
mielinizacdo e sua velocidade de conducado. As fibras AB sdo mielinizadas, de
diametros maiores que 10 um, com capacidade de conducgao rapida e responsaveis
por sensagdes indcuas. Ja as Ad possuem diametro intermediario de 2 a 6 ym, sao
mielinizadas, conduzem a informagao com velocidade intermediaria, e estéo ligadas
a primeira fase da dor, aquela mais aguda. As fibras C sao de diametro pequeno, de
0,4 a 1,2 um, ndo possuem mielina, e por esse motivo, a velocidade de conducéao é
lenta. Essas fibras sdo responsaveis pela dor difusa (MESSLINGER, 1997; LAMONT
e TRANQUILLI, 2000; MUIR 1ll et al., 2001).

A transmissdo do sinal nociceptivo ocorre tanto pelas fibras C,
quanto pelas fibras Ad, que se encontram presentes na pele, vasos sanguineos, na
regido peritoneal, pleura, tenddes, capsula articular, fibras do musculo esquelético,
entre outras localidades (MESSLINGER, 1997; LAMONT e TRANQUILLI, 2000;
MUIR Il et al., 2001). As duas acima s&o do tipo aferente primarias, e terminam no

corno superior da medula, de onde varios feixes se ramificam em dire¢cao ao cortex
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cerebral, sistema limbico e hipotdlamo (TRESGUERRES, et al., 2005; KLAUMANN,
WOUK e SILLAS, 2008; GUYTON e HALL, 2011; MOFFAT e RAE, 2011).

Os sinais dolorosos pontuais rapidos que desencadeiam a dor aguda
sao provocados por estimulos mecanicos ou térmicos, e transmitidos pelos nervos
periféricos em direcdo a medula espinal através de fibras Ad. Por outro lado, a dor
crénica € produzida em grande maioria por estimulos dolorosos do tipo quimico, e
algumas vezes mecanicos ou térmicos persistentes. Este tipo de dor € transmitido
para a medula espinal por fibras do tipo C (TRESGUERRES, et al., 2005;
KLAUMANN, WOUK e SILLAS, 2008; GUYTON e HALL, 2011; MOFFAT e RAE,
2011).

Para que toda essa propagacao de informacédo aconteca, as fibras
aferentes de primeira ordem promovem conexdes diretas ou indiretas com neurénios
do corno dorsal da medula, os interneurénios excitatorios e inibitérios, os neurénios
proprioespinhais, estendidos por diversos segmentos espinhais que se encontram
envolvidos com a atividade reflexa. E por fim, os neurbnios de projecao ligados a
transmissao rostral por meio da medula espinal até o mesencéfalo e cortex. A
interacao entre essas trés populacdes neuronais sdo essenciais para a percepg¢ao
da informacéao nociceptiva, e facilitam a produgcdo de uma resposta organizada a dor
(MILLAN, 1999; LAMONT e TRANQUILLI, 2000; DREWES, 2006).

A interagcdo entre os neurdnios ocorrem por meio de mediadores
quimicos, chamados de neurotransmissores, que consistem em aminoacidos
excitatorios ou inibitérios, e neuropetideos que sao produzidos, armazenados e
secretados tanto nas terminagdes dos nervos aferentes como em neurdnios do
corno dorsal. Os neurotransmissores excitatérios comumente envolvidos no
processo sdo o glutamato e o aspartato, toda via, em fibras C também sao
encontrados a substancia P, a neurotensina, o peptideo intestinal vasoativo (VIP), o
peptideo relacionado com o gene da calcitonina (CGRP) e colecistocinina (LAMONT
e TRANQUILLI, 2000; RYGH et al., 2005).

Os eventos que originam o fendmeno sensitivo doloroso se iniciam
na transformacao dos estimulos ambientais fisicos ou quimicos em potenciais de
acao, que serdo transmitidas a partir das fibras nervosas periféricas até o sistema
nervoso central (SNC). Isto é possivel devido aos receptores nociceptivos, que se
encontram em terminacdes nervosas livres, que constituem as fibras mielinicas finas

(Ad) e amielinicas (C). Estes receptores sao classificados de acordo com os



29

estimulos que chegam até eles, como termomecanicos, quimicos e aqueles que sao
provenientes de lesbes teciduais inespecificas sdo chamados de polimodais
inespecificos (TEIXEIRA, 1990; WAISBROD, 1984).

A propagacgao do estimulo pode acontecer a partir da ativagdo em
processos inflamatérios, quando os receptores se encontram em condigcdes normais,
e neste estado recebem o nome de silenciosos e normalmente estao relacionados
as fibras C. E podem acontecer também em intensidades diferentes, caracterizando
entdo os diversos eventos relacionados a percepcao do estimulo. Neste caso,
quando os receptores sdo sensibilizados por substancias quimicas (substancias
algiogénicas) como a bradicinina, a acetilcolina (ACh), prostaglandinas (PGs),
tromboxano, histamina, serotonina (5-HT), ions de potassio, entre outros, que séo
liberadas em grandes concentragbes em tecidos lesionados por alguns tipos
celulares como mastdcitos. Essas substancias sdo responsaveis pela hiperalgesia
térmica/mecanica primaria, e outros efeitos como por exemplo a vasodilatagcéo
proveniente de lesdes isquémicas, traumaticas ou inflamatérias (TEIXEIRA, 2001;
MARQUEZ, 2004).

Os canais ibnicos, sdo sensiveis aos estimulos nocivos. Quando os
canais ibnicos sensiveis ao acido (ASICs) e o receptor de potencial transitorio
vanildide 1 (TRPV1) presentes em nociceptores sao ativados, promovem o influxo de
célcio para o terminal pré-sinaptico (SMITH E LEWIN, 2009; BARON; BINDER,;
WASNER, 2010).

Contribuindo para excitabilidade da membrana dos nervos
nociceptivos, promovendo a despolarizacdo do nociceptor envolvido, gerando um
potencial receptor. Se este possui a intensidade suficiente para atingir o limiar de
ativagdo dos canais para sodio (Na*) dependente de voltagem (NaV), ele ira
promover o potencial de agao e a transmissdo de um sinal de dor para a medula
espinal (DUBIN E PATAPOUTIAN, 2010; REICHLING, GREEN E LEVINE, 2013;
HUANG, et al., 2021).

E vale lembrar que o TRPV1 é expresso no cérebro em nociceptores
de fibra C, presentes no ganglio da raiz dorsal (DRG) e sua hiperativacdo pode
facilitar a inflamacao (PARK, et al., 2011; HUANG, et al., 2021).
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2.4 Interagao entre a nocicep¢ao e sistema imunolégico

Sabe-se que o sistema imunoldgico pode alterar o processamento
sensorial e emocional e desempenha um papel fundamental no desenvolvimento e
manutengao da dor persistente (VERMA; SHEIKH e AHMED, 2015).

A comunicagcdo entre o sistema imune e o sistema nervoso
somatossensorial periférico € possivel devido aos receptores para neuropeptidios,
neurotransmissores e moléculas indutoras da inflamacdo expressos em células
imunes (GODINHO-SILVA; CARDOSO; VEIGA-FERNANDES, 2019). A IL-1, € um
pirogénio e induz a transcricdo da ciclooxigenase-2 (COX-2), o que provoca o
aumento da producao de PGE2. Por outro lado, o TNF-a esta envolvido a ativacao
de inflamassomas (revisto por SINGHAL, et al., 2014).

Algumas dessas moléculas como PGs, bradicinina, serotonina,
histamina, tromboxanos, fator ativador de plaquetas (PAF), purinas e seus derivados
(BURNSTOCK, 2009), radicais livres (MILLER, et al., 2009), e neurotrofinas,
especialmente fator de crescimento nervoso (NGF) podem ativar nociceptores
diretamente (WATSON; ALLEN e DAWBARN, 2008). A relacédo dos mediadores com
as células residentes, como macrofagos e mastécitos, e células recrutadas como
queratinécitos e fibroblastos podem recrutar células a nivel sistémico, levando a
sensibilizagao periférica (VERMA; SHEIKH e AHMED, 2015).

Os mastocitos sdo os primeiros respondedores da inflamacgao
periférica e desempenham um papel crucial no estabelecimento da dor
(CHATTERJEA e MARTINQOV, 2015). Os nervos danificados liberam TNF-a
(SHUBAYEYV, 2006) e IL-15 (GOMEZ-NICOLA), promovendo o recrutamento de
macrofagos e infiltracdo de células T. Algumas citocinas, ATP, bradicinina, NGF e
PGE2 estimulam os nervos periféricos A e C. Promovendo a liberagédo de
neuropeptideos, substancia P, CGRP, PGs e glutamato, o que agrava a inflamagao.
Como esses eventos sao causados pela participagao ativa dos nervos periféricos, €
conhecida como inflamagao neurogénica (RICHARDSON e VASKO, 2002). Assim,
nervosas e células imunes envolvem-se em um ciclo vicioso com mecanismo de
avancgo, estimulando-se mutuamente e propagando tanto a inflamacéo quanto a
nocicepgao (VERMA; SHEIKH e AHMED, 2015).

O sistema nervoso somatossensorial € responsavel pela percepg¢ao

de estimulos provenientes do ambiente e os internos do hospedeiro. Os corpos dos
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neurdnios envolvidos no processo de percepcdo se encontram nos DRGs e no
ganglio trigémeo, e sado eles os responsaveis pelas percepgdes de estimulos
térmicos, ao toque, cinestesia, coceira e dor; e no caso de estimulos nocivos,
térmicos, mecanicos e inflamatorios, a percepcao é captada pelo neurbnio primario,
o nociceptor (BASBAUM; BAUTISTA; SCHERRER; JULIUS, 2009).

Os canais de calcio dependentes de voltagem (VGCCs), além dos
receptores TRPV1 e do TRP anquirina 1 (TRPA1), também contribuem para
excitagdo excessiva de neurbnios aferentes primarios envolvidos na inflamacgao
neurogénica (SEKIGUCHI e KAWABATA, 2013; PIETROBON, 2013; CORRIGAN, et
al., 2016; ROCA-LAPIROT, 2018).

Este neurdnio possui vesiculas densas repletas de neuropeptideos
que se localizam nas terminagdes nervosa central e periférica. Isto diz muito sobre o
modo com o nociceptor responde a lesao, por exemplo, frente a uma leséo periférica
0 nociceptor responde liberando neuropeptideos por meio do terminal nervoso
central, propagando o estimulo doloroso para o sistema nervoso central, do corpo
celular do neurbnio para a porgcdo terminal do axénio (denominado sentido
ortodrémico). Ou ainda através do reflexo axonal liberando neuropeptidios no
terminal nervoso periférico, de modo contrario ao sentido normal (impulso
antidrdmico) controlando a resposta inflamatéria contra o antigeno (PINHO-
RIBEIRO; VERRI; CHIU, 2017).

Os neuropeptideos secretados pelos nociceptores promovem a
modulagcdo da resposta inflamatéria, o controle das células imunes, causam
inflamacao neurogénica na periferia, e pode causar neuroinflamacao por meio da
ativagcdo de células da glia residentes da medula espinal (CHIU; VON HEHN;
WOOLF, 2012; XANTHOS; SANDKUHLER, 2014; PINHO-RIBEIRO; VERRI; CHIU,
2017; CHU; ARTIS; CHIU, 2020).

A microglia (MG) é derivada de macréfagos e possui um papel
importante na imunidade do sistema nervoso (GINHOUX, 2013). O aumento da
densidade da MG (microgliose) € um achado comum em casos de lesdo nervosa,
neuropatias e outras condi¢gdes dolorosas (CALVO, et al, 2010). Os nervos
aferentes primarios envolvidos liberam neuregulina-1, que ao se ligar aos receptores
erbB2 na MG, contribui para a hipersensibilidade e alodinia. E ainda, a
suprarregulagdo da matriz metaloproteinase-9 (MMP-9) nestes nervos causa

aumento da expressao da fosforilagdo das proteinas quinases ativadas por
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mitégenos CD11b e P38 (p38MAPK) em MG. Este fato tem sido associado a
hipersensibilidade mecanica associada (KAWASAKI, et al., 2008). A liberagdo de
CCL21 pela micréglia durante o evento nocivo leva a regulagao positiva do receptor
purinérgico P2X4, que estda associada a alodinia (THALAKOTI, et al., 2007),
enquanto que a liberagdo de CCL2 nos nervos durante a dor causa migragao de
monadcitos no SNC (ZHANG, et al., 2007).

Esta inflamagdo neurogénica mediada pelos neuropeptideos atua
sob o leito vascular, sobre as células endoteliais e musculatura vascular lisa.
Neuropeptideos como o peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP) e a
substancia P, quando liberados, podem modular a resposta inflamatéria local
(SARIA, 1984; BRAIN; WILLIAMS, 1989; MCCORMACK; MAK; COUPE; BARNES,
1989; CHIU; VON HEHN; WOOLF, 2012). CGRP promove a vasodilatacédo e
substancia P impulsiona o aumento da permeabilidade vascular, contribuindo para a
promog¢ao dos sinais inflamatérios, como o extravasamento do liquido plasmatico e,
consequentemente, o edema tecidual (SARIA, 1984; BRAIN; WILLIAMS, 1989;
MCCORMACK; MAK; COUPE; BARNES, 1989).

A IL-1, TNF-a, IL-6 e IL-10 influenciam a nocicepgao a nivel central.
A IL-6 circulante, liberada durante a inflamagao periférica, induz a liberacao de PGE2
através da via COX-2 das células endoteliais no SNC (OKA, et al., 2007). Com isso
ha uma remodelagédo da arquitetura neuronal apés o inicio da dor aguda persistente,
0 que promove a transigcdo de uma dor aguda para um estado de dor cronica. Os
neurdnios relacionados a dor sensibilizados reagem mais intensamente aos
estimulos e desenvolvem mais conexdes com neurdnios de segunda ordem dentro
do SNC (WElI, et al., 2008). Este fenbmeno é chamado de neuroplasticidade, e é
crucial no prognostico de qualquer condicdo dolorosa como a resolugdo ou a
cronificagédo (VERMA; SHEIKH e AHMED, 2015).

E possivel observar o estado de dor cronica durante a
neuroinflamacéo, onde ha um aumento na excitabilidade do nociceptor, promovendo
o0 aumento da entrada de informagao dolorosa no corno dorsal da medula espinal (JI;
XU; GAO, 2014; XANTHOS; SANDKUHLER, 2014). Portanto, a modulagao da
atividade das células da glia é realizada pelos neuropeptidios, sendo de grande
valia, ja que, sdo as células da glia que desempenham um importante papel na
manutencdo da sensibilizacdo central na dor crénica, bem como o papel imune na
medula espinal (XANTHOS; SANDKUHLER, 2014; PINHO-RIBEIRO; VERRI; CHIU,
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2017; JI; NACKLEY; HUH; TERRANDO et al., 2018).

2.5 Artrite

A etiologia da doenga ainda € pouco compreendida, mas ao que se
sabe, ha o envolvimento de componentes genéticos e fatores ambientais que
desempenham um papel importante na indugdo, e progressdao de doengas
articulares (VAN DER HELM-VAN MIL; WESOLY e HUIZINGA, 2005; KLARESKOG;
PADYUKOV e ALFREDSSON, 2007). As infeccbes bacterianas também estdo
associadas ao desenvolvimento de inflamacéo das articulagbes, devido ao ambiente
infeccioso (VOJDANI, 2014).

Viu-se que os receptores do tipo toll, constituintes de uma familia de
proteinas transmembranares, caracterizadas por receptores de reconhecimento de
padrées (PRRs) codificados por linha germinativa, expressos em varios tipos
celulares, como células imunes e neurdnios (AKIRA e TAKEDA, 2004; TAKEUCHI e
AKIRA, 2010; LEE, LEE, CHO e LEE, 2013), também se encontram expressos na
membrana sinovial de pacientes com artrite, 0 que demonstra a possibilidade de
novos mecanismos de indugédo da doenga (OSPELT, et al., 2004; RADSTAKE, et al.,
2004; COR, 2005; TAMAKI, et al., 2011).

O processo inflamatério pode atingir os espacgos articulares,
promovendo inflamagéo e degeneragao progressiva destes tecidos, o que resulta em
disturbios articulares, fortemente marcados pela dor articular. Este processo de dor é
caracterizado ndo so6 por uma dor espontanea, perceptivel mesmo em repouso, mas
também por um aumento significativo da sensibilidade a dor, denominado
clinicamente como hiperalgesia (SCHAIBLE, et al., 2009). Neste caso, a hiperalgesia
articular, que € mediada por um mecanismo que envolve a produg¢ao e secreg¢ao de
citocinas como TNF-a, IL-18, interleucina 33 (IL-33) (FATTORI, AMARAL e VERRI,
2016), e quimiocinas atuantes na via de sinalizagdo de TLR2/MyD88 (GUERRERO,
et al., 2012), bem como o processo de necrose, podem ainda agravar a dor e o
estado da doenga (FATTORI, AMARAL e VERRI, 2016).

Estudos recentes sugerem que a formagdo de imunocomplexo
podem ativar nociceptores que ao atuar em receptores FcyRIl e FcyRIlb que se
encontram expressos em neurénios TRPV1* de camundongos podem induzir a
liberacdo de neuropeptidios e promover a ativacdo de nociceptores, produzindo a
dor (BERSELLINI FARINOTTI et al., 2019).
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As diferentes formas da artrite sdo doencgas crbnicas, e deste modo,
€ necessario que o tratamento seja realizado também ao longo da vida para
controlar o processo inflamatoério e prevenir a possivel destruicao da cartilagem e do
osso. Para tanto, tem-se utilizado drogas antirreumaticas modificadoras da doencga
(DMARDSs) isoladas ou de maneira combinadas a outros medicamentos para o
tratamento de diferentes tipos de artrite (SINGH, et al., 2016; KOLASINSKI, et al.,
2020).

Muitos pacientes adquirem o controle da doenga com o uso das
DMARDs, porém uma parte dos pacientes continua sentindo a dor de maneira
significativa mesmo no caso de baixa atividade da doenga (WELSING, et al., 2005;
LEE, et al., 2014) ou em processo de remissdo (LEE, et al., 2011). Mesmo que a
doenga seja controlada, as DMARDs promovem efeitos colaterais tipicos, assim
como todos os outros medicamentos, porém, neste caso, apresentam-se como o
aumento da suscetibilidade a infec¢des, desenvolvimento de imunidade adaptativa
contra os agentes biolégicos (FATTORI, AMARAL e VERRI, 2016; SINGH, et al.,
2016; KOLASINSKI, et al., 2020), remissdo da doenga para fase ativa e o aumento
de dores articulares (SCHIPPER, et al., 2010).

A progressao da inflamacédo das articulagbes de maneira crbnica
promove alteragdes morfoldgicas caracterizadas pela destruicdo das superficies de
sustentagao de peso das articulagdes, originando um quadro clinico caracteristico de
disturbios articulares, gerando a progressdao da doenga e a necessidade de
substituicao parcial ou total das superficies teciduais destruidas, estre procedimento
€ denominado artroplastia (COBELLI, et al., 2011).

O uso prolongado de medicamentos promove efeitos deletérios
profundos na funcdo do eixo hipotalamo-hipofise-adrenal e no osso, levando a
osteoporose, fraturas e necrose da cabeca do fémur, desencadeando um quadro
onde a artroplastia faz-se necessaria (LAEV e SALAKHUTDINOV, 2015). Por este
lado, o procedimento de artroplastia tem sua importancia, e é bem-sucedida para o
alivio da dor artritica, e para restauracdo da mobilidade, melhorando a qualidade de
vida dos pacientes. Entretanto, nem sempre este procedimento é satisfatorio, e
quando falha, resulta em infec¢des ou a perda de fixagdo 6ssea (denominada soltura
asseéptica) devido a ostedlise nos tecidos peri-protéticos (ULRICH, et al., 2008;
COBELLLI, et al., 2011).
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2.5.1 Modelo de Artrite induzida por Dioxido de Titanio

O dioxido de titanio (TiO2) € uma substancia em estado sdlido,
inodoro, de cor branca e que se encontra entre os nanomateriais mais utilizados,
devido a sua alta estabilidade, seu potencial anticorrosivo, e atividade de superficie
e propriedades fotocataliticas (GURR, et al., 2005; LAPAS, 2015). O TiO2 é utilizado
em diversos ramos, como na cosmética, em produtos farmacéuticos e proteses
ortopédicas (GURR, et al., 2005), sendo um dos biomateriais utilizados no processo
de artroplasia (WOOLEY, et al., 2002; COBELLLI, et al., 2011).

O acumulo de titanio em tecidos humanos é caracterizado pela
deposigdo de um pigmento preto, seguido por um processo fibroso, necrose ou
reagdes granulomatosas (MORAN; MULLICK; ISHAK; JOHNSON et al.,, 1991). O
TiO2 é um composto que interage facilmente com o acido desoxirribonucleico (DNA),
devido a sua capacidade de penetrar a barreira epitelial induzindo dano oxidativo do
DNA (DUNFORD, et al., 1997). Também ¢é caracterizado por promover danos
teciduais de graus variados por permanecer preso em tecidos e érgaos (CHE, et al.,
2009; WANG, et al., 2009).

O dano tecidual ocorre por meio de algumas particulas de titanio que
se desprendem das proteses devido ao processo de desgaste. Essas particulas
induzem a ativagao da resposta imunoldgica, ativando as células imunes residentes
no local, como por exemplo os macrofagos, que promovem a fagocitose desses
residuos do desgaste (ST PIERRE, et al., 2010).

Com a ativacao das células imunes residentes e a capacidade que
essas células tém de produzir mediadores quimicos, como receptor ativador do NF-
kKB (RANKL), citocinas pré-inflamatérias, incluindo o TNF-a, IL-18 e IL-6, e também
espécies reativas de oxigénio, assim, a resposta inflamatéria asséptica no local da
protese € perpetuada (WOOLEY, et al., 2002; WANG, et al., 2010; COBELLI, et al.,
2011).

Essa inflamagcdo instalada no local leva a producdo de novos
osteoclastos e a ativacdo dos osteoclastos residentes, de maneira dependente ou
independente do receptor ativador do NF-kB (RANK), este processo contribui para a
reabsorgao 6ssea e aumentando o processo de lise 6ssea (WOOLEY, et al., 2002;
COBELLI, et al., 2011; O'BRIEN; FISSEL; MAEDA; YAN et al., 2016). Devido a todo
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esse quadro de resposta imunoldgica, a prétese de titanio é rejeitada pelo organismo
e ha a necessidade de uma nova cirurgia para a remogao ou substituicdo da protese
(BORGHI, et al., 2017).

E ainda, o TiO2 induz a resposta inflamatéria broncoalveolar,
afetando diversos o6rgdos e influenciando na extensdo da resposta inflamatéria
gerada no trato respiratério (SILVA, et al., 2013; BAISH, et al., 2014).

2.6 Colite Ulcerativa

A colite ulcerativa (CU) faz parte de um grupo de doengas
denominado doencas inflamatérias intestinais (DIl). E uma doenca inflamatdria
cronica, de etiologia idiopatica, e sua manifestacdo é mais comum em adultos por
volta dos 30 a 40 anos, resultando na incapacidade em realizar algumas tarefas
(TORRES, et al., 2012; HDIVIK, et al., 2013). A inflamacao que acomete a mucosa
do colon é recorrente e remitente, de afeta apenas o coélon forma difusa e néo
transmural, e pode afetar ambos os sexos (BAUMGART e SANDBORN, 2007;
UNGARO, et al., 2017), se apresenta por meio de diarreia, muitas vezes
sanguinolenta e com presenca de muco (RUFO, 2006; DIGNASS, et al., 2012).

Embora a etiologia precisa da CU nao seja clara, € bem reconhecido
que o aumento da producéo e liberagao de citocinas pro-inflamatdrias, como TNF-q,
IL-6, IL-18 e IL-33, sdo responsaveis pela inflamacdo da mucosa intestinal
(MCGUCKIN, et al., 2009).

Os pacientes diagnosticados com CU podem apresentar sintomas
que incluem urgéncia, e incontinéncia fecal, fadiga, aumento da frequéncia de
evacuacoes, defecacdes noturnas e coélicas abdominais, e dor abdominal, embora
menor em comparagao com a doenga de Crohn (DC) (BAUMGART e SANDBORN,
2007). Além do mais, sintomas como febre e perda de peso podem apresentar-se na
doenga na forma grave (SILVERBERG, et al., 2005).

Muitos estudos s&o realizados acerca da causa da doenca, e sabe-
se que de 8 a 14% dos pacientes diagnosticados com colite ulcerativa possuem
historico familiar de doenca inflamatoria intestinal, sendo que os parentes de
primeiro grau tém quatro vezes o risco de desenvolver a doenga (HALME, et al.,
2006; MOLLER, et al., 2015). Em relacao a etnias, estudos dizem que as populag¢des

judaicas possuem taxas mais altas de pacientes com colite ulcerativa do que outras
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(BERNSTEIN, et al., 2006; ANANTHAKRISHNAN, 2015).

A respeito das caracteristicas genéticas da doenga, alguns estudos
identificaram cerca de 200 Jlocus de risco para doencga inflamatéria intestinal, e a
maioria dos genes contribuem para os fenotipos da colite ulcerativa e doenga de
Crohn. No caso da CU, tém-se como exemplo o antigeno leucocitario humano e
genes associados a fungcado de barreira, como HNF4A e CDH1 (BARRETT, et al.,
2009; JOSTINS, et al., 2012).

Dentre os fatores de risco esta o habito de fumar, e sabe-se que os
ex-fumantes sdo mais propensos ao desenvolvimento da doenca, enquanto os
fumantes ativos sdo0 menos propensos em comparagdo aos ex-fumantes e nao
fumantes. E ainda, fumantes ativos desenvolvem um curso mais leve da doenca
(ODES, et al., 2001; BEAUGERIE, et al., 2001; BIRRENBACH e BOCKER, 2004;
MAHID, et al., 2006; ANANTHAKRISHNAN, 2015). Além do fumo, os fatores de risco
sao diversos, com o uso de medicamentos como o0s contraceptivos orais, terapia de
reposicao hormonal e anti-inflamatoérios ndo esteroides (CORNISH, et al., 2008;
HVIID, SVANSTROM e FRISCH, 2011; ANANTHAKRISHNAN, et al., 2012; KHALILI,
etal., 2012; UNGARO, et al., 2014; NG, et al., 2015; KO, et al., 2015).

Quanto a patogénese da doencga, estdo envolvidas alteragbes nos
colondcitos, células epiteliais do colon, onde a expressdo do receptor gamma
ativado pelo proliferador de peroxissomo (PPAR-y), conhecido como um regulador
negativo da inflamagdo dependente de NF-kB é reduzida em pacientes com CU,
bem como estimular defeitos na barreira da mucosa e epitelial (JIANG, TING e
SEED, 1998; DUBUQUOQY, et al., 2003).

A lesdo na mucosa provoca a producdo de uma familia de proteinas
derivadas de células caliciformes (os fatores de trevo). Proteinas essas que
contribuem para a integridade da barreira da mucosa (PODOLSKY e
ISSELBACHER, 1984; MASHIMO, et al., 1996). Em pacientes diagnosticados com
CU na forma ativa da doenca é possivel observar células caliciformes colbnicas
diminuidas, ou até mesmo esgotadas, e por consequéncia, uma barreira permeavel
constituida de muco (JOHANSSON, et al., 2014).

Embora ndo esteja totalmente esclarecido como os receptores do
tipo Toll estdo envolvidos na patogénese da doencga, alguns estudos demonstraram
que a expressao dos receptores do tipo Toll 2 (TLR2) e TLR4 estdo aumentados nos

colondcitos e na lamina propria na CU ativa (HAUSMANN, et al., 2000). Além disso,



38

células ativadas como neutréfilos se acumulam no sangue e no coldén de pacientes
com CU na forma ativa em comparacado com voluntarios normais, e a expressao de
moléculas coestimuladoras encontram-se aumentadas, o que aparentemente tende
a ser uma resposta a quebra da integridade da barreira intestinal (HART, et al.,
2005).

As células linfoides inatas (ILCs), como as ILC3 sao as principais
mediadoras da inflamacéao intestinal crénica (BUONOCORE, et al., 2010). Quando
isoladas de pacientes com CU ativa, estas células apresentam expressdo génica
aumentada das principais citocinas produzidas por ILC3, como a interleucina 17A
(IL-17A) e interleucina 22 (IL-22), bem como fatores de transcricdo (RORC e AHR) e
receptores de citocinas, como o receptor da interleucina 23 (IL23R) (GEREMIA, et
al., 2011).

A colite ulcerativa é caracterizada como uma doenga de padréo Th2,
onde células T do tipo Th2 produtoras de interleucina 5 (IL-5) se encontram na
lamina prépria do célon (FUSS, et al., 1996). Os niveis de mRNA de interleucina 4
(IL-4) e interleucina 13 (IL-13) se encontram consideravelmente aumentados em
bidpsias retais de pacientes com CU em comparacdo com pacientes considerados
livres da doencga (INOUE, et al., 1999). Além disso, a IL-13, advinda de células
natural killer (NK) n&o classicas é tida como um mediadora da citotoxicidade epitelial
e disfungao da barreira na doenga (FUSS, et al., 2004; HELLER, et al., 2005).

Experimentalmente, o TGF-3 adicionado a cultura de células pode
reprogramar a diferenciagao de células de TCD4" naive para o padrdo Th2, em outro
fendtipo. Sendo este produtor de IL-9, IL-10 e IL-21 (GOSWAMI e KAPLAN, 2011).

Entretanto, as células Th2 ndo sdo as unicas envolvidas no processo
inflamatério da CU, estudos recentes demonstraram que uma nova populagao de
células TCD4*, produtoras de interleucina 9 (IL-9), sédo identificadas pelo fator de
transcricdo PU.1 que permite a ligagcao da enzima RNA polimerase como o DNA, e
contribuem para a desenvolvimento doenca (GERLACH, et al., 2014).

As células Th9 se desenvolvem apoés a diferenciacao de células ThO,
por meio do reconhecimento do antigeno apresentado via MHC de classe Il, na
presenca das citocinas como a IL-4 e o TGF-B. A sinalizacdo destes mediadores
através de transdutor de sinal e ativador de transcricdo 6 (STAT6), e dos fatores de
transcricdo PU.1, IRF4, GATA3 e BATF sao essenciais para o processo (KAPLAN,
HUFFORD e OLSON, 2015; KAPLAN, 2017). Em estudo conduzido por Kim e
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Chung (2013) que utilizou o modelo experimental de colite induzido por DSS
demonstrou que as células Th9 foram capazes de iniciar e exacerbar a doenca.

As células epiteliais intestinais envolvidas na DIl demonstram
expressao exacerbada de receptores para IL-9, e a interacdo da mesma com seu
receptor pode inibir a proliferacdo e reparacao celular na barreira intestinal, e ainda
pode elevar significativamente as concentragdes de TNF- a no tecido (SCHMITT, et
al., 1994; HUFFORD e KAPLAN, 2014; UNGARQO, et al., 2017).

Quanto a apresentacao clinica que pode variar, a CU é classificada
pela extensdo das lesdo no tecido colénico (figura 3) (SILVERBERG, et al., 2005).
Alguns pacientes apresentam proctite, uma inflamagdo da mucosa retal que pode
ser assintomatica ou extremamente dolorosa, estes pacientes podem apresentar
predominantemente urgéncia fecal e a sensagdo de evacuagdo incompleta,
denominada tenesmo. Enquanto na pancolite (que representa a consequéncia da
indugdo promovida nesta tese), onde o codlon inteiro ja estd comprometido, os
sintomas mais proeminentes sao diarreia sanguinolenta e dor abdominal (UNGARO,
et al., 2017).

Proctitis Left-sided colitis Extensive colitis

30-60% of patients 16-45% of patients 15-35% of patients

Symptoms Symptoms Symptoms

Rectal bleeding, tenesmus, urgency Proctitis plus diarrhoea, abdominal cramping Left-sided colitis plus constitutional symptoms,
fatigue, and fever

Figura 3: Fendtipos da colite ulcerativa pela classificagdo de Montreal
(SILVERBERG, et al., 2005). Symptoms and treatment strategy can differ based on

extent of disease. llustracao por Jill Gregory.

Ao exame fisico, os pacientes podem apresentar anemia,
sensibilidade abdominal e sangue ao toque retal. A distensdo abdominal e o

timpanismo (som referido a ausculta de visceras ocas) a percussdao podem indicar
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dilatagdo do célon (ANANTHAKRISHNAN, MCGINLEY e BINION, 2008; NGUYEN,
et al., 2008).

Assim como os sintomas, € importante também conhecer a
gravidade e a extensdo da doenga para delimitar o melhor tratamento ao paciente,
visto isso, a doenga pode ser classificada como leve, moderada ou grave. Para tal
classificagdo podem ser utilizados diversos scores diferentes — clinicos,
endoscopicos e histolégicos, onde os clinicos e endoscopicos mais comuns sao o
score de Mayo, o escore de Lichtiger e o indice de Atividade da Colite Clinica
Simples (SCHROEDER, TREMAINE e ILSTRUP, 1987; LICHTIGER, et al., 1994;
WALMSLEY, et al., 1998; DIGNASS, et al., 2012; TRAVIS, et al., 2012). Ja em
relagdo ao dando histologico, a doenga é caracterizada por meio dos scores de
indice de histopatologia de Robarts ou o indice de Nancy (MOSLI, et al., 2017;
MARCHAL-BRESSENOT, et al., 2017).

Porém, os escores que abordam a gravidade e extensdo da CU
consideram a atividade da doenga em determinado ponto de tempo, portanto, ndo
promovem a comparagao entre os estagios, ndo levam em consideragdo o efeito
total da doenca. Por esse motivo, outros estudos estdo em processo de
desenvolvimento para uma redefinicdo da gravidade da doencga, considerando
critérios como o efeito da doenca quanto a qualidade de vida dos pacientes, a
mensuragdo da carga inflamatoria por meio de marcadores especificos que
delimitem a atividade e extensdo da doenca, e por fim o curso da doencga, seus
provaveis danos estruturais e manifestagdes extraintestinais (SIEGEL, et al., 2018).

Nos ultimos anos, uma grande variedade de abordagens
terapéuticas tem sido aplicada para o tratamento da CU, como os aminosalicilatos
derivados do acido 5-aminossalicilico (5-ASA), que s&o a principal escolha de
tratamento para a doenga no estagio leve ou moderada. Ja esteroides topicos e
sistémicos sdo utilizados para amenizar os efeitos de crises promovidos pela
doenga, ao passo que 0s imunossupressores e medicamentos biologicos séo
escolhas em casos considerados de moderado a grave.

A terapia objetiva a indugdo de um processo de remissao clinico
(PEYRIN-BIROULET, et al., 2015). Aminosalicilatos sdo a principal escolha de
tratamento para colite ulcerativa leve a moderada, esterdides tdpicos e sistémicos
podem ser usados para tratar crises de colite ulcerativa, enquanto

imunossupressores e medicamentos biologicos sdo usados em doenga moderada a
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grave (UNGARO, et al., 2017).

No entanto, efeitos benéficos limitados ou efeitos adversos ainda
existiam nessas abordagens terapéuticas, terapias mais eficazes e nao téxicas séao
urgentemente necessarias. E a colectomia (retirada cirurgica de parte do colon) é
necessaria em até 15% dos casos (MAGRO, et al., 2012).

Ainda assim, faz necessario uma evolugdao no conhecimento acerca

da doenca e das possibilidades terapéuticas.

2.6.1 Modelo de colite induzido por acido acético

O modelo de indugdo por acido acético integra uma categoria
denominada colite quimica (MILLAR, et al., 1996; HAGAR, et al, 2007,
MOUSAVIZADEH, et al., 2009; AL-REJAIE, et al., 2013). E um modelo bastante
utilizado por ser simples, facilmente induzivel (MACPHERSON e PFEIFFER, 1978;
NOA, et al., 2000; SASAKI, et al., 2000) e de alta reprodutibilidade (GUAZELLI, et
al., 2021). Além disso, reproduz satisfatoriamente a CU humana quanto a
patogénese, perfil de mediador inflamatério e caracteristicas histopatolégicas
(ELSON, et al., 1995; GONZALEZ, et al., 1999; GORGULU, et al., 2006; NAKHAI, et
al., 2007; BITIREN, et al., 2010; HARTMANN, et al., 2012; GUAZELLI, et al., 2021).

A patogénese é bem reproduzida devida a via de administragédo
intrarretal de solugédo de &cido acético diluida em salina tamponada 0,9%
responsavel por causar inflamacgao nao transmural, caracterizada pelo aumento da
infiltracdo de neutrofilos no tecido intestinal devida a dilatagdo vascular, edema e
ulceragdo as camada submucosa e necrose das camadas mucosa e submucosa
(CLOSA e FOLCH-PUY, 2004; JURJUS, KHOURY e REIMUND, 2004; NAKHAI, et
al., 2007; DANESHMAND, et al., 2009; HARTMANN, et al., 2012).

Este modelo de indugcdo é considerado um fator de desequilibrio
entre substancias oxidantes e antioxidantes (KESHAVARZIAN, et al., 1992; DROGE,
2002; BITIREN, et al., 2010), ja que o infiltrado de neutréfilos promove a produgéo
de anion superoxido, bem como o inicio de uma cascata para a producao de varias
espécies reativas. Consequentemente pode haver a produgao de radicais hidroxila e
peréxidos que contribuem para a progressdo da necrose tecidual e disfungédo da
mucosa (GRISHAM e GRANGER, 1988; CLOSA e FOLCH-PUY, 2004;
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HARTMANN, et al., 2012).

2.7 Maresinas

Os mediadores lipidicos pro-resolugcao (SPMs) s&o divididos em
quatro classes: lipoxinas, protectinas, resolvinas e maresinas, que sao derivadas de
acidos graxos essenciais, o acido araquidénico, acido eicosapentaendico (EPA) e
acido docosahexaenoico (DHA) (SERHAN, 2014), componentes importantes da
membrana celular (DE CARVALHO e CARAMUJO, 2018) (figura 4). Os SPMs
possuem a propriedade de reduzir o recrutamento de neutréfilos direcionado para o
tecido inflamado e estimular a eferocitose, fagocitose nao flogistica, realizada por
macrofagos sem prejuizo para a morte bacteriana (CHIANG, et al., 2012; SERHAN,
2014).

Omega 3 Omega 6
Acido Acido Acido
eicosapentaendico docosahexaendico araquiddnico
P450 COX-2/Aspirin 12-LOX 15-LOX,P450 15-LOX

18-HEPE 14-HDHA 17-H(p)DHA 15-HETE
enzymatic
.| COX-2/Aspirin hydrolysis

enzymatic 5.LOX
5-LOX hydrolysis 5-LOX
RvE1l, RvE2 MaR1,MaR2 AT-RvD RvD1-RvD6 PD1,PDX LXA4,LXB4

Figura 4: A biossintese da produgdo dos mediadores lipidicos pré resolugao.
Abreviagdes: 5/12/15-LOX, 5/12/15-Lipoxygenase; COX-2, Cyclooxygenase-2; RvD,
resolving D series; RVE, resolving E series; MaR, maresin; PD1, Protectin D1; PDX,
Protectin DX; LXA4, Lipoxin A4; LXB4, Lipoxin B4 (adaptado de LI, et al., 2020).

A maresina 1 (MaR1) é um mediador lipidico potente produzido de
maneira enddgena por macrofagos e neutrofilos, quando por exemplo, este
polimorfonuclear humano interage com plaquetas a fim de elevar a produgao
endégena de MaR1 por meio da agao da 12-lipoxigenase (ABDULNOUR, 2014), sua
producao acontece na fase de resolugdo do processo inflamatorio (SERHAN, 2014),
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€ possivel que a MaR1 atue em certa parte por meio do receptor de peptideo
formilado humano (ALXR/FPR220) (CEZAR, et al., 2019).

Ao que diz respeito aos efeitos farmacologicos da MaR1, sabe-se
por meio de um modelo inflamatério de alergia induzida por extrato de poeira, que
este SPM possui a propriedade de diminuir a producao de IL-6 e interleucina 8 (IL-8),
citocinas essas produzidas por células epiteliais bronquicas por meio de um
mecanismo responsavel por bloquear as atividades da proteina quinase Ce (PKCg) e
PKCa (NORDGREN, et al., 2013).

O uso da MaR1 para tratamento também foi capaz de reduzir as DII
induzida por acido 2,4,6-trinitrobenzenossulfonico (TNBS) e sulfato de dextrano de
sodio (DSS), por meio da reducédo de muitas citocinas proé-inflamatérias como a IL-6,
TNF-a, IL-1B, e interferon-y (IFN-y) dependendo do estagio da doenga. Os efeitos
anti-inflamatérios s&o derivados da inibigdo do NF-kB em conjunto a substituicdo do
tipo de macroéfago envolvido no processo de inflamagao para um fendtipo M2 anti-
inflamatdrio por meio de uma ativagéo alternativa (MARCON, et al., 2013).

MaR1 €& capaz de reduzir a inflamacdo pulmonar resultante da
resposta imune inata induzida por lipopolissacarideo (LPS), através da diminuigdo da
producao de citocinas como TNF-a, IL-1B, IL-6, proteina quimioatraente de
mondcitos (MCP-5), proteina inflamatéria derivada de macréfagos (MIP-1a e MIP-
1y). Como consequéncia, ocorre a diminuigdo da expressdo de moléculas de
adesao, como por exemplo a molécula de adesao intercelular (ICAM-1) e P-
selectina, diminuindo a atividade da mieloperoxidase de neutréfilos advindo por meio
do recrutamento para o local de inflamacao no pulmao (GONG, et al., 2014).

Bem como anti-inflamatéria e pré-resolutiva, a MaR1 pode atuar
como analgésico através da inibicdo de atividades neuronais induzidas pelo
potencial catibnico do receptor de potencial transitério vanildide 1 (TRPV1), um efeito
seletivo, sem atividade do canal ibnico TRPA1, ja que a MaR1 reduz o
comportamento nociceptivo induzido por capsaicina, porém o mesmo nhao ocorre
quando o indutor é o alil isotiocianato (AITC) (Serhan et al., 2012).

Além disso, foi observado a inibicdo da dor neuropatica induzida
pela quimioterapia através da acdo da MaR1 (SERHAN, et al., 2012), e ainda viu-se
que o efeito analgésico da MaR1 & de longa duragdo em um unico tratamento
podendo induzir a analgesia por até 5 dias (FATTORI, et al., 2019).

No que se refere a MaR2, um SPM advindo de macréfagos a partir
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da quebra DHA por meio da 12-lipoxigenase humana (DALLI, et al., 2013; DENG, et
al., 2014), ainda ndo se tem muitos registros sobre seus efeitos, ao que se sabe,
promove a reducdo do recrutamento de leucocitos no modelo de artrite induzida por
zimosan, e também a fagocitose do indutor por macrofagos (DENG et al., 2014).

Sobre seu potencial analgésico, a MaR2 segue a mesma linha da
MaR1, foi demonstrado que a MaR2 reduzindo a ativacdo neuronal dependente de
TRPV1 conforme demonstrado em dados recentes (FATTORI et al., submetido ao
Neuropharmacology NEUROPHARM-D-22-00210).

As propriedades proeminentes das moléculas de maresina 1 e 2 na
inflamacao demonstram a possibilidade do uso destes lipideos como principio ativo

com caracteristicas anti-inflamatérias/pré-resolutivas em medicamentos.
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3.0BJETIVOS

a.OBJETIVO GERAL

Avaliar o papel analgésico e anti-inflamatério da maresina 1 (MaR-1) no modelo de
artrite induzida pelo dioxido de titanio, e da marerina 2 (MaR-2) no modelo de colite

induzida por acido acético.

b. OBJETIVOS ESPECIFICOS DO MODELO DE ARTRITE INDUZIDA POR DIOXIDO DE TITANIO

Avaliar o efeito analgésico e anti-edematogénico da MaR-1 no modelo de artrite
induzido por TiOz.

Avaliar o efeito da MaR-1 sobre o infiltrado inflamatério recrutado na inflamacao
articular.

Avaliar o efeito da MaR-1 na hiperplasia sinovial promovida pelo TiO2.

Avaliar o efeito da MaR-1 na degradacdo da cartilagem promovida pela deposigéo
de TiOo.

Avaliar o efeito analgésico da MaR-1 por meio do bloqueio de canais de calcio
(TRPV1).

c. OBJETIVOS ESPECIFICOS DO MODELO DE COLITE INDUZIDA POR ACIDO ACETICO

Avaliar o potencial analgésico da MaR-2 no modelo de inflamagédo aguda causada
pela colite induzida por acido acético.

Avaliar o efeito da MaR-2 sobre o infiltrado inflamatério recrutado na inflamacgéao
intestinal.

Avaliar o efeito da MaR-2 no dano tecidual causado pela indugdo de acético
intraretal.

Avaliar o efeito da MaR-2 na destruicdo de células caliciformes e diminuicdo da

producao de muco causadas pelo acido acético.
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4.MATERIAIS E METODOS — MODELO TIO:

Na primeira parte dos experimentos, os animais (n = 6 por grupo de
experimento) foram submetidos a uma curva de dose-resposta do tratamento com
MaR1. Os animais foram estimulados com injegao intra-articular (i.a) com 3 mg de
TiO2 (suspenso em 10 pL de solugéo salina estéril 0,9%) por articulagdo femuro-tibial
de acordo com padronizagdao de Borghi e colaboradores, 2017. A hiperalgesia
mecanica e edema foram avaliados 24 h apods injecao de TiO2 para avaliar a indugao
do modelo de artrite. Posteriormente, apds 24 h, os animais foram tratados com
MaR1 (1, 3, 10 ng/animal via i.p) e a hiperalgesia mecénica e o edema foi avaliado a
partir de 1, 3, 5, 7 e 24 horas ap6s o tratamento com MaR1 no primeiro dia (BORGHI
e et al., 2017). Depois disso, a hiperalgesia mecanica e o edema foram avaliados a
cada 2 dias apo6s o tratamento com MaR1 até o 30° dia. Imediatamente apds as
medidas no 30° dia, os animais foram anestesiados e eutanasiados, e lavou-se as
cavidades articulares do joelho. Essas amostras foram colhidas para a avaliagdo da
migracdo de leucdcitos e para analises histologicas. A dose de MaR1 de 10
ng/animal foi escolhida com base nos resultados de recrutamento de leucdcitos e
hiperalgesia mecanica. As amostras de estdmago e sangue foram coletadas para
avaliar a atividade da mieloperoxidase do estdmago (MPO) e o sangue foi coletado
para a dosagem de aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase
(ALT) e ureia e creatinina. O influxo de calcio foi realizado por meio da coleta de

ganglios da raiz dorsal coletados no tempo de 48 horas pds indugao.

Uso DE ANIMAIS

Foram utilizados camundongos da raga Swiss machos pesando entre 20-25 g
do biotério da Universidade Estadual de Londrina, Parand, Brasil. Os animais foram
alojados em gaiolas de plastico padrdo com agua e comida ad libitum, ciclo claro/
escuro de 12/12h e temperatura controlada (21°C). Os animais foram mantidos no
biotério do Departamento de Patologia da Universidade Estadual de Londrina (UEL)
por pelo menos dois dias antes dos experimentos. Os métodos de manipulacéo e
cuidado dos animais estavam de acordo com as diretrizes da Associagao
Internacional de Estudos sobre Dor (IASP) e foram aprovados pelo Comité de
Pesquisa e Etica da Universidade Estadual de Londrina (n° 11147.2016.40). Todos
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os experimentos foram realizados duas vezes, o que foi essencial para demonstrar a

reprodutibilidade e replicabilidade dos dados.

REAGENTES UTILIZADOS NOS TESTES

Os compostos utilizados neste estudo foram solu¢do salina (NaCl 0,9%,
Frenesius Kabi Brasil Ltda, Aquiraz, CE, Brasil), sal dissédico do 4&acido
etilenodiaminotetracético (EDTA, Synth, Diadema, SP, Brasil), maresina 1 (Cayman
Chemical, Ann Arbor, MI, USA) em alcool absoluto (Dinamica Quimica
Contemporanea - Sao Paulo). O diéxido de titanio foi adquirido da Synth (Diadema,
SP, Brasil) e o tamanho da particula foi <1 ym com uma média de 862,2 nm,
conforme determinado pela analise de distribuicdo de tamanho (Malvern Instruments
Ltd, UK). Imediatamente antes das inje¢des, o TiOz foi suspenso em solugao salina
estéril (10 yL) e a MaR1 foi diluida em solugdo salina estéril. A MaR1 (1, 3, 10
ng/animal) e a solugéo salina foram administradas por via intra-peritoneal (i.p) num

volume de 100 pL por animal.

SECAO EXPERIMENTAL

Avaliacao da Hiperalgesia Mecanica Articular: A hiperalgesia mecanica da regido
articular femorotibial foi avaliada como ja descrito pela literatura (BORGHI et al.,
2017). Resumidamente, em uma sala silenciosa, os animais foram colocados
individualmente em gaiolas de acrilico (12 x 10 x 17 cm) com um piso de grade de
arame, 15 a 30 minutos antes do teste de adaptagcdo ambiental. A aplicacao de forga
foi realizada apenas quando os animais estavam com as quatro patas na grade, nédo
exibiam movimentos exploratérios ou defecagao, e ndo estavam descansando sobre
as patas. Um teste eletrénico de medi¢cao de pressao constituido por um transdutor
de forca de mé&o equipado com uma ponta de polipropileno (Anestesidmetro
eletrbnico von Frey; Insight, Ribeirdo Preto, SP) foi utilizado para avaliar a
nocicepgao articular mecéanica. Para este modelo, uma ponta grande (4,15 mm?) foi
adaptada a sonda. Uma forgca perpendicular crescente foi aplicada na area central

da superficie plantar da pata traseira para induzir um movimento de flexdo da
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articulagao femorotibial seguida de retirada da pata. Um espelho inclinado abaixo da
grade forneceu uma visao clara da pata traseira. O aparelho eletrénico de medigao
de pressao registrou automaticamente a intensidade da forga aplicada quando a
pata foi retirada. O teste foi repetido até as medidas consistentes subsequentes (isto
€, a variacao entre essas medidas foi inferior a 1 g). O limiar mecénico induzido pela

flexao foi expresso em gramas (g).

Avaliacao do edema articular: O edema da articulagcdo femorotibial foi avaliado
através de medicbes dos didmetros transversais utilizando um calibre (Digmatic
Caliper, Mitutoyo Corporation, Kanagawa, Japao), de acordo com MAIOLI e
colaboradores (2015). Os valores de espessura da articulagdo femorotibial foram
expressos como a diferenga entre os diametros medidos antes (valor basal) e apés a

injecdo intra-articular TiO2 em milimetros (mm).

Avaliacao de Incapacitagao estatica (teste de distribuicao do peso corpéreo): O
animal foi coonicionado individualmente em um aparato de acrilico posicionado para
frente com as patas dianteiras apoiadas a frente, e as patas traseiras apoiadas
sobre um sensor de medida de peso (g). O teste se inicia no momento em que o
animal esta imovel, a partir disso é realizada a medida de peso por 10 segundos. Ao
concluir este periodo, tem-se a medida de peso da pata esquerda e direita, sendo a
direita relativa ao estimulo. Este teste avalia a distribuicdo de peso entre as patas
traseiras do camundongo. Enquanto o animal sem estimulo distribui o peso
igualmente entre as duas patas, a razdo da distribuicdo de peso entre a pata
estimulada e a ndo estimulada € uma medida do nivel de desconforto na pata
estimulada. Por meio de medida continua do peso suportado por cada pata, o Static
Weight Bearing (BIO-SWB-TOUCH-M, Bioseb, Franca) permite a medida objetiva da
dor espontanea por acessar o equilibrio postural (FATTORI, et al., 2020).

Avaliacao Hiperalgesia térmica aticular avaliada pelo Haergreaves: A
hiperalgesia térmica da regido articular femorotibial foi avaliada com o auxilio do
analgesimetro Haergreaves (Insight, Ribeirdo Preto, SP). Resumidamente, em uma
sala silenciosa, os animais foram colocados individualmente em gaiolas de acrilico
(12 x 10 x 17 cm) com um piso de vidro, 15 a 30 minutos antes do teste de

adaptacdao ambiental. A aplicagao de calor foi realizada apenas quando os animais
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estavam com as quatro patas na base de vidro, ndo exibiam movimentos
exploratérios ou defecacdo, e ndo estavam descansando sobre as patas. A pata
padronizada para a medida foi a pata direita, devida a proximidade com a area de
indugdo com o TiO2. Foi insidida a forga térmica de infravermelho de 30 y na regido
central da pata do animal, e analisado o tempo em que o animal continuava na
mesma posi¢gdo com a insicénca de calor. A partir do momento em que o animal
apresentava o primeiro movimento, o aparelho finalizava a medida em segundos. Sé
se deve fazer a inser¢do de calor por no maximo 20 segundos, sendo este o ponto
de cut of (HARGREAVES, et al., 1988).

Avaliacado da migracdao de leucocitos: As contagens total e diferencial de
leucdcitos recrutados para o espaco intra-articular foram determinadas como
descrito na literatura (ULRICH SD, et al., 2008). Resumidamente, as cavidades da
articulagdo do joelho foram lavadas com solugdo salina contendo &cido
etilenodiaminotetracético (EDTA), que foi recuperada para avaliar a contagem de
células total e diferencial. As contagens de células totais foram realizadas na camara
de Neubauer utilizando a solugéo Turk e as contagens de células diferenciais (100
células por campo) foram coradas com o kit panoptic (Laborclin, Pinhais, PR, Brasil)
sob microscopia 6ptica (Olympus CX31RTSF, Téquio, Japao). Os resultados foram
expressos como leucocitos totais, células polimorfonucleares e mononucleares

(células x 10%/joelho).

Ensaio de Toxicidade no estdmago (mieloperoxidase): Realizado através da
atividade de mieloperoxidase (MPO), usando um ensaio colorimétrico, considerando-
se um marcador confiavel da migragcado de neutrofilos para os tecidos. As amostras
do estébmago foram coletadas em tampao K2HPO4 50 mM (pH 6,0) contendo 0,5%
de brometo de hexadecil trimetilaménio (HTAB) e mantidos a -86°C até o uso. As
amostras congeladas foram homogeneizadas usando um tecido turrax (Tissue-
Tearor 985370, BioSpec Products, Bartlesville, OK, EUA), centrifugado (2 min,
16,000g, 4°C) e o sobrenadante resultante foianalisado usando um
espectrofotometro (Multiskan GO Microplate Spectrophotometer, ThermoScientific,
Vantaa, Finlandia) para determinacéo da atividade MPO a 450 nm. A atividade MPO
das amostras foi comparada a uma curva padrao de neutréfilos. Em resumo, 15 uL

de amostra foram misturados com 200 pL de tampao de fosfato 50 mM (pH 6,0),
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contendo 0,167 mg / mL de dicloridrato de O-dianisidina e 0,0005% de perdxido de
hidrogénio. Os resultados foram apresentados como atividade MPO (numero de

neutrdfilos X 108/mg de tecido).

Ensaio de Toxicidade hepatica e renal: O sangue foi colhido em microtubos
contendo 50 pyL de EDTA anticoagulante (5.000 Ul / mL) e centrifugados (200 g, 10
min, 4°C) e o plasma foi separado. Para determinar as atividades enzimaticas de
AST e ALT como indicadores de hepatotoxicidade e niveis de ureia e creatinina
como indicadores de nefrotoxicidade, as amostras de plasma foram processadas de
acordo com as instrugdes do fabricante (Labtest Diagnédstico S. A., Brasil). Os
resultados foram apresentados como U/mL (AST e ALT) ou mg/dL (ureia e

creatinina) do plasma.

Processamento Histolégico: As amostras da articulagdo femorotibial foram
coletadas, fixadas em formalina tamponada e submetidas ao processamento
histolégico, para a desidratagdo com banhos graduados de alcool (Dindmica
Quimica Contemporénea - Sdo Paulo), diafinizagdo com banhos de xilol (Synth —
Diadema - SP), impregnacgao em parafina (Synth — Diadema - SP). Foram realizadas
seccbes de 7 micrdbmetros no microtomo. As laminas com os cortes foram
submetidas as técnicas de coloragdo de hematoxilina (Laborclin — Pinhais - PR) e
eosina (Laborclin - Pinhais-PR), e tricbmio de Mallory — composto por um trio de
corantes, sendo eles a hematoxilina (Laborclin — Pinhais - PR), vermelho de Mallory
(Laborclin — Pinhais - PR), e verde Luz (Laborclin — Pinhais - PR), sendo este
antecipado por um banho de acido fosfomobilitico (Sigma-Aldrich — Jurubatuba -
SP). Através da coloragao de Hematoxilina e Eosina (HE), foi possivel observar o
tecido, e realizar a analise por meio de um score clinico, onde foram avaliados a
hiperplasia sinovial, neovascularizagdao e o infiltrado inflamatério, sendo estes
pontuados de 0 a 3, demonstrando um grau de degradacao tecidual conforme o
nivel crescente, sendo 0 para nenhuma alteragédo e 3 para a alteragdo mais graves,
podendo ser nesse caso um aumento significativo do tecido hiperplasico, de novos
vasos e de infiltrado inflamatorio que prejudicam o tecido. Através da coloragéo
Tricomio de Mallory, foi possivel observar a degradacéo da cartilagem na articulagéo
femorotibial, ja que, o tecido cartilaginoso € proveniente de células mesenquimais

denominadas de condrocitos, sendo essas células facilmente coradas pelo tricbmio
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de Mallory. A analise foi realizada com o auxilio do programa Image J, que permitiu
medir a porcentagem da degradacdo de cartilagem por area da tibia e fibula

separadamente.

Deteccao do influxo de Calcio: Neurbnios do ganglio da raiz dorsal (GRD) foram
coletados segundo ja descrito na literatura (CHIU et al., 2013). Foram dissecados
com meio Neurobasal-A (Life Technologies, Thermo Fisher Scientific), dissociados
em colagenase A (1 mgeml-1) / dispase Il (2.4 Usml-1; RocheApplied Sciences,
Indianapolis, IN, USA) em tampao saline HEPES (MilliporeSigma) por 70 minutos a
37°C. Ap6s a trituragdo do ganglios usando pipetas Pasteur de tamanhos
decrescentes, os neurdnios provenientes foram centrifugados sobre um gradiente de
10% de BSA e plaqueados em placas de cultura celular revestidas com laminina. Os
neurénios foram entdo carregados com 1,2 yM de Fluo-4AM em meio Neurobasal-A,
incubados por 30 minutos a 37°C, lavados com meio HBSS e fotografados em um
microscopio confocal (TCS SP8, Leica Microsystems). Para avaliar a ativagdo do
TRPVA1, as placas com neurénios foram gravadas por 6 minutos, que foi dividida em
2 minutos de leitura inicial (0-s mark, baseline values), seguida pela estimulagdo com
capsaicina por 2 minutos na marca de 102 segundos (1 pM, TRPV1 agonist) (Lee e
Goodman SB, 2008) e KCI por 2 minutos na marca de 240 segundos (40 mM,
activates all neurons). O influx de Calcio foi analisado pela mensuragéo da média da

fluorescéncia por meio do Software LAS X (Leica Microsystems).
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5. Materiais e Métodos — Modelo de Colite Ulcerativa

Na segunda parte dos experimentos, os animais (n = 6 por grupo de
experimento, em alguns casos podendo totalizar 12 animais) foram submetidos a
uma curva de dose-resposta do tratamento com MaR2. Os animais foram
estimulados com o acido acético na concentracédo de 6% (suspenso em solugao
salina estéril 0.9%), e tratados com MaR2 nas concentragbes de 300 picogramas e 3
nanogramas (via i.p) antes da inducdo, e 12 horas apos. A hiperalgesia mecéanica foi
avaliada 17 h apds a inducdo. 18 horas apdés a indugdo, os animais foram
eutanasiados, e amostras de 1 cm do colon foram coletados para as analises
histolégicas, para imunofluorescéncia e para o0 ensaio de atividade da

mieloperoxidase.

Uso DE ANIMAIS

Foram utilizados camundongos da raga Swiss machos pesando entre 20-25 g
do biotério da Universidade Estadual de Londrina, Parana, Brasil. Os animais foram
alojados em gaiolas de plastico padrdo com agua e comida ad libitum, ciclo claro/
escuro de 12/12h e temperatura controlada (21°C). Os animais foram mantidos no
biotério do Departamento de Patologia da Universidade Estadual de Londrina por
pelo menos dois dias antes dos experimentos. Os métodos de manipulagcdo e
cuidado dos animais estavam de acordo com as diretrizes da Associagao
Internacional de Estudos sobre Dor (IASP) e foram aprovados pelo Comité de
Pesquisa e Etica da Universidade Estadual de Londrina (n° 11148.2016.83). Todos
os experimentos foram realizados duas vezes, o que foi essencial para demonstrar a

reprodutibilidade e replicabilidade dos dados.

REAGENTES UTILIZADOS NOS TESTES

Os compostos utilizados neste estudo foram solugdo salina (NaCl 0,9%,
Frenesius Kabi Brasil Ltda, Aquiraz, CE, Brasil), acido acétipo P.A. (EDTA, Synth,
Diadema, SP, Brasil), maresina 2 (Cayman Chemical, Ann Arbor, Ml, USA) em alcool

absoluto (EDTA, Synth, Diadema, SP, Brasil). O acido acético foi diluido em solugéo
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salina objetivando a concentragédo de 6%. Antes da indugdo, os animais foram
acondicionados em gaiolas metabdlicas por 12 horas tendo por finalidade do jejum,
onde apenas foi ofertada a agua. Essa medida foi tomada para a regido da indugao
permanecesse vazia. Apés o tempo de jejum, os animais sdo anestesiados para a
limpeza do célon com solugdo salina e divisdo dos grupo experimentais, sendo o
grupo salina, o grupo colite e o grupo tratado, e este recebeu o pré tratamento meia
hora apds a lavagem do cdélon. A maresina 2 (300 picogramas e 3 nanogrmas) via
intra-peritoneal (i.p) num volume de 100 yL por animal. A inducdo da colite foi
realizada através da via intraretal meia hora apdés o pré tratamento, 12 horas apos a
inducdo, uma nova dose do tratamento foi administrado, e a coleta foi realizada 18
horas apds o estimulo (adaptado de GUAZELLI, et al., 2013; COLOMBO, et al.,
2018).

SECAO EXPERIMENTAL

Avaliagcao da Hiperalgesia Mecanica Peritoneal: A hiperalgesia mecanica da
regido peritoneal foi avaliada por meio de um teste eletrénico de medigdo de pressao
constituido por um transdutor de forca de mao equipado com uma ponta de
polipropileno (Anestesidmetro eletrénico von Frey; Insight, Ribeirdo Preto, SP). Em
uma sala silenciosa, os animais foram colocados individualmente em gaiolas de
acrilico (12 x 10 x 17 cm) com um piso de grade de arame, 15 a 30 minutos antes do
teste de adaptacdo ambiental. A aplicacdo de forca foi realizada apenas quando os
animais estavam com as quatro patas na grade, nao exibiam movimentos
exploratorios ou defecacao, e nao estavam descansando sobre as patas. Uma forca
perpendicular crescente foi aplicada na area central do peritbneo para induzir um
movimento de flexdo/contorgdo. Um espelho inclinado abaixo da grade forneceu
uma visado clara das quatro patas. O aparelho eletronico de medigdo de pressao
registrou automaticamente a intensidade da forga aplicada quando o animal
arqueou. O teste foi repetido até as medidas consistentes subsequentes (isto €, a
variagdo entre essas medidas foi inferior a 1 g). O limiar mecéanico induzido pela

flexao foi expresso em gramas (g).

Ensaio de Toxicidade no intestino (mieloperoxidase): Realizado através da atividade
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de mieloperoxidase (MPO), usando um ensaio colorimétrico, considerando-se um
marcador confidvel da migracdo de neutréfilos para os tecidos. As amostras do
intestino foram coletadas em tampao KoHPO4 50 mM (pH 6,0) contendo 0,5% de
brometo de hexadecil trimetilambénio (HTAB) e mantidos a -80°C até o uso. As
amostras congeladas foram homogeneizadas usando um turrax masserador de
tecido (Tissue-Tearor 985370, BioSpec Products, Bartlesville, OK, EUA),
centrifugado (2 min, 16,000g, 4°C) e o sobrenadante resultante foi analisado usando
um espectrofotometro (Multiskan GO Microplate Spectrophotometer,
ThermoScientific, Vantaa, Finlandia) para determinacéo da atividade MPO a 450 nm.
A atividade MPO das amostras foi comparada a uma curva padrao de neutrofilos.
Em resumo, 15 uL de amostra foram misturados com 400 pL de tampao de fosfato
50 mM (pH 6,0), contendo 0,167 mg / mL de dicloridrato de O-dianisidina e 0,0005%
de peroxido de hidrogénio. Os resultados foram apresentados como atividade MPO

(nimero de neutrdfilos X 108/mg de tecido).

Processamento Histolégico: As amostras de colon foram coletadas, fixadas em PFA
4% e submetidas ao processamento histolégico, para a desidratagdo com banhos
graduados de alcool (Dinamica Quimica Contemporanea - Sao Paulo), diafinizagao
com banhos de xilol (Synth — Diadema - SP), e impregnag¢ao em parafina (Synth —
Diadema - SP). Foram realizadas secgbes de 7 micrometros através do micrétomo.
As laminas com os cortes foram submetidas as técnicas de coloragdo de
hematoxilina (Laborclin — Pinhais - PR) e eosina (Laborclin - Pinhais-PR), azul de
toluidina (Laborclin — Pinhais - PR), reativo de Schiff (PAS) (Sigma-Aldrich —
Jurubatuba - SP) e azul de alcian (AB) (Sigma-Aldrich — Jurubatuba - SP). Através
da coloragdo de Hematoxilina e Eosina (HE), foi possivel observar o tecido, e
realizar a analise por meio de um score clinico, onde foram avaliados a atrofia da
cripta, destruicdo de células caliciformes, separacao das camadas musculares e
mucosa, e o infiltrado inflamatério, sendo estes pontuados de 0 a 3, demonstrando
um grau de degradacéo tecidual conforme o nivel crescente, sendo 0 para nenhuma
alteracao e 3 para a alteragédo grave, podendo ser nesse caso um grau significativo
de atrofia da cripta, diminuicdo no numero de células caliciformes, e até um aumento
do infiltrado inflamatoério que prejudicam o tecido. Através da coloragdo de Azul de
Toluidina, foi possivel observar a migragao de mastdcitos para o tecido inflamado, e

por meio da coloracdo de Reativo de Schiff com contra coloracdo de Azul de Alcian
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foi possivel mensurar a quantidade de células PAS+ e AB positivas, caracterizando
as células caliciformes quanto a produgao de mucina acida e mucina basica. Esta
analise foi realizada com o auxilio do programa Image J, que permitiu realizar a

contagem das células positivas.

Imunofluorescéncia: As amostras de colon foram coletadas, fixadas em PFA 4% e
submetidas ao processamento para o congelamento. Foram realizadas secgdes de 7
micrOmetros através do micrétomo. As laminas com os cortes foram submetidas a
técnica de imunofluorescéncia, para a visualizagdo de macrofagos presentes no
tecido foi realizada a imunomarcagao com o anticorpo F4/80 (eBioscience), e através
da imunomarcagao com o anticorpo iINOS (eBioscience) foi possivel observar as
células INOS positivas. A analise de colocalizacdo necessaria para visualizar
macréfagos iINOS positivos foi realizada através do software do microscépio confocal

Leica X.
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6. ARTIGO PARA PUBLICAGAO

O presente trabalho foi realizado no laboratério de Dor, Inflamacéo,
Neuropatia e Cancer, da Universidade Estadual de Londrina e segue as normas da
revista Inflammation Research
(https://www.springer.com/journal/11/submissionguidelines#Instructions%20f0%20Au
thors_Types%200f%20papers). Os resultados parciais estdo descritos no artigo
intitulado “Maresin 1 reduces pain, inflammation and articular pathology in titanium
dioxide (TiOz2)-induced arthritis”.
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Abstract

Objective: To evaluate the effect of maresin 1 (MaR1) on titanium dioxide (TiOz2)-
induced chronic arthritis in mice, to mimic the cases of aseptic inflammation induced
by prostheses and/or implants.

Materials and Methods: MaR1, used for the treatment, belongs to a group of pro-
resolving lipids that presents powerful analgesic effect. Mice were treated every 3
days with Mar1 (10 ng/animal, i.p.) for 30 days straight, starting 24 h after intra-
articular injection of TiO2 (3 mg/animal). We assessed mechanical and thermal
hyperalgesia, edema and static weight distribution over the course of 30 days. Joint
wash was collected for evaluation of leukocytes migration and the femorotibial joint
for histological analysis. Myeloperoxidase (MPO) activity, aspartate aminotransferase
(AST), alanine aminotransferase (ALT), urea and creatinine were used as toxicity
assays. For the calcium imaging, dorsal root ganglion (DRG) neurons were collected
2 days after TiOz2 injection.

Results: MaR1 inhibited mechanical hyperalgesia, edema, leukocyte recruitment and
degradation of cartilage joint tissue, as well as decreased activation of TiO2-induced
DRG neurons, without toxicity.

Conclusion: MaR1 improves TiO2-induced chronic arthritis, observed by analgesic
response with inhibition of cell migration, maintenance of cartilage tissue and
decreased activation of DRG neurons.
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1. Introduction

Morphological changes in the joint region are characterized by the destruction
of joint support surfaces, and may be triggered by many causes, such as
autoimmune diseases, inflammatory or infectious conditions, traumatic conditions
presenting bone destruction and joint involvement and large-scale body movements
[1, 2]. These conditions and alterations lead to the clinical picture of various diseases,
including osteoarthritis, inflammatory and rheumatoid arthritis, osteonecrosis, post
traumatic arthritis and, even tumors [3], that could cause partial or total replacement
of the surfaces of tissues destroyed by prostheses, a procedure called arthroplasty
[2, 4].

As much as arthroplasty succeeds in relieving pain from arthritis, restoring the
mobility, it may also cause local and systemic effects, due to the biomaterials that
make up the prosthesis and release metal ions in contact with the physiological
environment [2, 3, 5], increasing infections and inflammation in periprosthetic tissues
[2, 3].

Biomaterials are usually composed by polymethylmethacrylate, polyethylene,
cobalt-chromium alloys and titanium [2, 6]. Repetitive contact and friction stresses is
responsible for particles releasing from the prosthesis constituents, which induce
immune responses by activating cells, such as macrophages, present in
periprosthetic tissue that initiates phagocytosis of wear remnants [7]. Activated
macrophages produce chemical mediators and pro-inflammatory cytokines, including
tumor necrosis factor a (TNF-a), interleukin 1B (IL-1B) and interleukin 6 (IL-6), as well
as reactive oxygen species leading to the activation of nuclear factor kappa B (NF-
KB), perpetuating the aseptic inflammatory response [2, 6, 8].

Titanium dioxide (TiO2), despite being used for the production of orthopedic
prostheses, it is used in paints, food coloring and sunscreens, because of its white
color and odorless [9]. TiO2z is genotoxic and is able to penetrate the skin, inducing
oxidative damage to DNA [10]. If the TiO2 is deposited in tissues like the lungs, skin
and synovia, it becomes a black pigment, accompanied by fibrosis, necrosis and
granulomatous reactions [11], with the risk of remain trapped on these tissues,
promoting several degrees of damages [12, 13]. In addition, TiO2 induces joint pain,
knee edema, oxidative stress and the production of pro-inflammatory cytokines, such
as interleukin 33 (IL-33), IL-1B, IL-6 and TNF-a [14]. Regarding to the clinical



59

relevance of TiO2-induced arthritis, a study conducted by Ddrner et al. (2006),
described a case of arthritis development-related to titanium-vanadium alloy
prosthesis in a patient with no family history.

Due to intense pain and inflammation, medications are to improve patients
quality of life; however, prolonged steroid use leads to deep deleterious effects on
the hypothalamus-pituitary-adrenal axis function and bone, causing osteoporosis,
fractures and femoral head necrosis, being a possible cause for arthroplasty as well
[16]. Inflammatory pain induces mechanical and thermal hypersensitivity, which
occurs in the absence of harmful stimuli. Therefore, it represents an important type of
pain that is considered pathological if the pharmacological treatment is not carried out
properly [17]. Pain exacerbation occurs due to sensitization of specialized sensory
neurons and nociceptors, leading to a state called hyperalgesia [18].

Concerning to potential treatments for prosthesis pain and inflammation, the
currently medications present side effects and are not effective to disrupt the disease
process, suggesting that still exist a gap in the development of novel therapeutic
approaches. An alternative for the use of analgesic and anti-inflammatory
medications is the enhancement of inflammation resolution, known as an active
process [19, 20, 21] regulated by omega-3 and omega-6 fatty acids, which are
substrates for the production of specialized pro-resolution lipid mediators (SPMs)
[20]. SPMs include lipoxins, protectins, resolvins and maresins. In this study we
highlight maresin 1 (MaR1), found in human synovial fluids from patients with
arthritis. Besides, the levels of MaR1 were negatively correlated with the disease
activity [22].

MaR1 is a SPM derived from docosahexaenoic acid (DHA) produced by
macrophages with anti-inflammatory activity mainly related to inhibition of neutrophil
recruitment and stimulation of the removal of dead cells by macrophages [23, 20, 24,
21]. SPMs have the property of reducing the recruitment of neutrophils towards the
inflamed tissue and stimulating efferocytosis, non-phlogistic phagocytosis, carried out
by macrophages without prejudice to bacterial death [48, 49]. Therefore, the aim of

this study is to evaluate the analgesic potential of MaR1 in TiOz-induced arthritis.

2. Materials and methods

2.1 Animals
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Male Swiss mice weighing between 20-25 g from the animal facility of the
State University of Londrina, Parand, Brazil, were used. The animals were housed in
standard plastic cages with free access to food and water, light/dark cycle (12/12h
and controlled temperature (21°C). They were kept in the animal facility at the
Pathology Department of the State University of Londrina for at least two days before
the experiments. The methods of manipulation and animal care were in accordance
with the guidelines of the International Association of Studies on Pain (IASP) and
were approved by the Research and Ethics Committee from State University of
Londrina (CEUA n°® 11147.2016.40).

2.2 Drugs

The compounds used in this study were saline solution (NaCl 0.9%, Frenesius
Kabi Brasil Ltda, Aquiraz, CE, Brazil), acetaminophen (EMS, Hortolandia, SP, Brazil),
potassium diclofenac (EMS, Hortolandia, SP, Brazil), indomethacin (Aspen Pharma,
Serra, ES, Brazil), and MaR1 (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, USA). TiO2 was
acquired from Synth (Diadema, SP, Brazil) and the particle size was <1 pym with an
average of 862.2 nm, as determined by size distribution analysis (Malvern
Instruments Ltd, UK). Immediately before injections, TiO2 was suspended in sterile
saline solution (10 yL) and MAR1 resuspended in absolute alcohol was mixed with
100 pL of sterile saline solution (0.09%). MaR1 (1, 3, 10 ng/animal) and saline were

administered intraperitoneally (i.p. in a volume of 100 uL per animal).

2.3 Experimental procedures

Micel were stimulated with 3 mg/animal of TiO2 with intra-articular (i.a.)
injection by femorotibial joint according to Borghi et al. [14], as well as a saline group
was used as negative control. Mechanical hyperalgesia was assessed 24 h after TiO2
injection and, at this time point, mice were treated intraperitoneally (i.p.) with MaR1
(1, 3 and 10 ng/animal) or vehicle (saline solution 0.9%) for dose response
determination. Then, mechanical hyperalgesia was assessed at 1, 3, 5, 7 and 24 h
after the treatment with MaR1 at the first day [15] and, posteriorly, every 2 days for
30 days straight. During this period, mice were trated with MaR1 every 3 days. Based
on the results from mechanical hyperalgesia, the dose of 10 ng/animal of MaR1 was
chosen for the selected experiments. Thermal hyperalgesia, edema and static weight

distribution were evaluated over the course of 30 days with TiO2 (3 mg/animal, i.a.)
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stimulus and following the protocol for MaR1 treatment stablished from the dose
response (10 ng/animal, i.p., every 3 days). At the 30" day, animals were
anesthezied and euthanized (inhaled isuflurane) for collection of joint wash from the
joint cavity to evaluate leukocytes migration and the femorotibial joint was collected
for histological analysis. Myeloperoxidase (MPO) activity was measured using
stomach samples. In addition, blood samples were collected for the aspartate
aminotransferase (AST), alanine aminotransferase (ALT), urea and creatinine
assays. For the calcium imaging, dorsal root ganglion (DRG) neurons were collected
2 days after TiOz2 injection and, for this experiment, mice were treated only 24 h after

stimulation with MaR1.

2.4 Evaluation of Mechanical Hyperalgesia: Joint mechanical hyperalgesia was
assessed in the femorotibial joint as previously described at the literature [25].
Briefly, the animals were placed individually in acrylic cages (12 x 10 x 17 cm) with a
stainless steel grid floor, 15 to 30 minutes before the test for environmental
adaptation. The application of force was performed as soon as the animals were with
four legs on the grid, without exhibiting exploratory movements or defecation, and no
resting over their paws. An electronic pressure measurement test which consist in a
hand force transducer, equipped with a polypropylene tip (von Frey electronic
anesthesiometer; Insight, Ribeirdo Preto, SP), was used to assess mechanical joint
nociception. For this model, a large tip (4.15 mm 2) was adapted to the probe. An
increasing perpendicular force was applied to the central area of plantar surface at
hind paw to induce a flexion movement from the femorotibial joint, followed by paw
flinch. A mirror tilted below the grille was used to provide a clear view of the hind
paw. The electronic pressure measuring device automatically recorded the intensity
of the force applied when the paw was removed. The test was repeated until
subsequent consistent measurements (i.e., the variation between these
measurements was less than 1 g). The mechanical threshold induced by flexion was

expressed in grams (g).

2.5 Aticular thermal hyperalgesia evaluation: Thermal hyperalgesia of the
femorotibial articular region was evaluated with the aid of the Haergreaves
algesimeter (Insight, Ribeirdo Preto, SP). Briefly, in a quiet room, the animals were

placed individually in acrylic cages (12 x 10 x 17 cm) with a glass floor, 15 to 30
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minutes before the test for environmental adaptation . The heat application was
performed when the animals had four legs at the base of glass, without exhibiting
exploratory movements or defecation, and no resting over their paws. The
standardized paw for the measurement was the right paw, due to the proximity to the
induction area with TiO2. The An infrared thermal force of 30 y was applied in the
central region of the paw and was analysed the time (seconds) which the animal
stays in the same position without any moviment during heat incidence . . The cut

point for heat incidence is 20 seconds to avoid injuries [26].

2.6 Static Weight Bearing: The animal was individually conditioned in an acrylic
device positioned forward, with the front paws supported to the front and the hind
paws supported on a weight measurement sensor (g). The test starts with the
animal immobile and the measurement of right and left hind paws were performed
for 10 seconds. This test is used to assess the weight distribution between thehind
paws by continuous measurement of the weight supported by each one. The Static
Weight Bearing (Bioseb) allows the objective measurement of spontaneous pain by
accessing postural balance. The ratio of weight distribution between the stimulated

and unstimulated paw is measured by the discomfort level in the stimulated paw.

2.7 Calcium imaging: DRG neurons were performed as previously described [27].
DRGs were dissected into Neurobasal-A medium (Life Technologies, Thermo Fisher
Scientific), dissociated in collagenase A (1 mg-ml-1)/dispase Il (2.4 U-ml-1;
RocheApplied Sciences, Indianapolis, IN, USA) in HEPES-buffered saline
(MilliporeSigma) for 70 min at 37°C. After trituration with glass Pasteur pipettes of
decreasing size, DRG cells were centrifuged over a 10% BSA gradient, plated on
laminin-coated cell culture dishes. DRGs were then loaded with 1.2 uyM of Fluo-4AM
in Neurobasal-A medium, incubated for 30 min 37°C, washed with HBSS, and
imaged in a Confocal Microscope (TCS SP8, Leica Microsystems). To assess
TRPV1 activation, DRG plates were recorded for 6 min, which was divided in 2 min of
initial reading (0-s mark, baseline values), following by stimulation with capsaicin for 2
min at the 120-s mark (1 yM, TRPV1 agonist) [28] and KCI for 2 min at the 240-s
mark (40 mM, activates all neurons). Calcium flux was analyzed from the mean

fluorescence measured with the LAS X Software (Leica Microsystems).
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2.8 Evaluation of joint edema: Articular edema of the femorotibial joint was
assessed by measurements of the transverse diameters using a gauge (Digmatic
Caliper, Mitutoyo Corporation, Kanagawa, Japan). The thickness values of the
femorotibial joint were expressed as the difference between the diameters measured

before (baseline value) and after intra-articular TiOz2 injection in millimeters (mm).

2.9 Evaluation of leukocyte migration: The total and differential counts of
leukocytes recruited into the intra-articular space were determined as described at
the literature [28]. The femorotibial joint cavities were washed with saline solution
containing ethylenediaminotetraacetic acid (EDTA), which was recovered to total
and differential cell count. Total cell count was performed in the Neubauer chamber
using Turk solution and the differential cell count (100 cells per field) was carried out
with slides previously dyed with panoptic kit (Laborclin, Pinhais, PR, Brazil), under
an optical microscopy (Olympus CX31RTSF, Tokyo, Japan). The results were
expressed as total leukocytes, polymorphonuclear and mononuclear cells (x 103

cells/femorotibial joint).

2.10 Histological processing: Femorotibial joint samples were collected, fixed in
buffered formalin and submitted to histological processing, with dehydration using
graduated alcohol baths (Contemporary Chemical Dynamics - S&o Paulo), diaphrel
with xylol baths (Synth - Diadema - SP), paraffin impregnation (Synth - Diadema -
SP). Sections of 7 micrometers were performed in the microtome. The slides with
the cuts were submitted to staining techniques of hematoxylin and eosin (Laborclin -
Pinhais-PR), and mallory stainning, composed for three dyes, which are
hematoxylin , Mallory red and Luz green (Laborclin - Pinhais - PR). The staining
techniques were anticipated by a bath of phosphomobilytic acid (Sigma-Aldrich -
Jurubatuba - SP). Through hematoxylin and Eosin (HE) staining, it was possible to
observe the tissue and perform the analysis by clinical score, where synovial
hyperplasia, neovascularization and inflammatory infiltrate were evaluated and
scored from 0 to 3, demonstrating a degree of tissue degradation according to the
increasing level. For the clinical score, 0 is used for no alteration and 3 for the most
severe alteration and, in this case, there may be a significant increase in hyperplastic
tissue, new vessels formation and inflammatory infiltrate responsible for tissue harm.

Through Mallory's staining, it was possible to observe the degradation of cartilage in
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the femorotibial joint, since the carhylse tissue comes from mesenchymas cells called
chondrocytes and these cells are easily corred by Mallory's trichomy. The analysis
was performed by Image J program, which allowed measuring the percentage of

cartilage degradation by area separately.

2.11 Gastric toxicity by MPO activity assay: MPO activity, considered a reliable
marker of neutrophil migration to tissues, was analyzed by a colorimetric assay.
Stomach samples were collected in H2PO4 50 mM buffer (pH 6.0) containing 0.5%
trimethylammonium hexadecyl bromide (HTAB) and kept at -80°C until use. The
frozen samples were homogenized using a turrax (Tissue-Tearor 985370, BioSpec
Products, Bartlesville, OK, USA) and centrifuged (2 min, 16,000g, 4°C) to obtain the
supernantant. The analysis were performed in a spectrophotometer (Multiskan GO
Microplate Spectrophotometer, ThermoScientific, Vantaa, Finland) with wavelenght
at 450 nm. The MPO activity from the samples were compared to a neutrophil
standard curve. In summary, samples were mixed with phosphate buffer 50 mM (pH
6.0), containing 0.167 mg / mL of O-dianiside dihydrochloride and 0.0005% of
hydrogen peroxide. The results were presented as MPO activity (number of
neutrophils X 106/mg of tissue). Indomethacin (2.5 mg/kg, i.p., diluted in tris/HCI
buffer, for 7 days) was used as positive control for gastric toxicity [54].

2.12 Liver and renal toxicity assay: Blood was collected in microtubes containing
the anticoagulant EDTA (5,000 IU/mL) and centrifuged (200 g, 10 min, 4°C) for
plasma separation . AST and ALT enzymatic activities were used as hepatotoxicity
markers, while urea and creatinine levels as nephrotoxicity markers. To perform
these assays, plasma samples were processed according to the manufacturer's
instructions (Labtest Diagnéstico S. A., Brazil). The results were presented as U/mL
for AST and ALT and mg/dL for urea and creatinine in the plasma. Acetaminophen
(3 g/kg, orally, suspended in saline, 200 mg/mL, once) and diclofenac (200 mg/kg,
orally, diluted corn oil, once) were used as positive control for liver and renal toxicity,

respectively [54].

2.13 Statistical analysis: Data were analyzed using GraphPad Prism statistical
software (GraphPad Software, Inc., USA-500.288, version 8.0). The results were

presented as means + SEM of measurements made on six mice in each group per
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experiment and are representative of two separate experiments. Two-way repeated
measures analysis of variance (ANOVA) followed by Tukey’s post-test was used to
compare all groups and doses at all times when responses were measured at
different times after the stimulus injection. Differences between responses were
evaluated by one-way ANOVA followed by Tukey’s post-test for data of single time

point. P<0.05 was considered significant.

3. Results
3.1 MaR1 decreases evoked and non-evoked pain-like behavior in TiO2 arthritis.

We started with a dose-response curve for MaR1 treatment (1, 3, 10 ng/animal,
intraperitoneal [i.p.]) starting 24 h after intra-articular (i.a) injection of TiO2 (3
mg/joint). Mechanical hyperalgesia (Fig. 1A) was evaluated 0, 1, 5, 7 and 24 hours
after treatments, and on alternate days until the end of the 30th day. We defined that
treatment should be every 3 days since MaR1 activity reduced by the 3rd day and
our aim was to maintain analgesia continuously. The dose of 10ng was selected to
the following experiments since it almost abolished TiO2 mechanical hyperalgesia.
Thermal hyperalgesia in the Hargreaves test (Fig. 1B) and the static weight
distribution of the paws (Fig. 1C) were evaluated Oh, 24h after the stimulus, 1, 4, 8,
12, 16, 20, 24 and 28 days after the stimulus. MaR1 also reduced thermal and static
weight distribution imbalance caused by TiOz2 joint inflammation.
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Figure 1: MaR1 decreases mechanical hyperalgesia, thermal hyperalgesia and
the proportion of relative weight of the paws in the titanium dioxide-induced
arthritis model (TiO2)

The mice were treated every 3 days in the 30-day period with MaR1 (1, 3, 10
ng/animal, intraperitoneal [i.p.]) starting 24 h after intra-articular (i.a) injection of TiO2
(3 mg/joint). Mechanical hyperalgesia (Fig. 1A), thermal hyperalgesia (Fig. 1B) and
the proportion of relative weight of the paws (Fig. 1C). The results were presented as
a mean = standard error (SEM) of 6 mice per experimental group. * p <0.05
compared to the saline group, **p <0.05 compared to the TiO2 group, # p <0.05
compared to tio2 groups and other MaR1 doses. (Two-way ANOVA followed by
Tukey's post-test).

3.2 MaR1 reduces primary afferent neuron activation in TiO2 arthritis.

Considering the results of Fig. 1 that MaR1 reduces pain as observed by mechanical
and thermal evoked responses and non-evoked static weight distribution imbalance,
we evaluated whether MaR1 would be acting by reducing nociceptor neuron
activation in TiOz arthritis. To this end, mice were treated as in Fig. 1, and at the 2"
day post-TiO2 challenge, the dorsal root ganglia (DRG) corresponding to L4-L6 that
innervate the knee joint were collected to isolate neurons and check their activity.
The cellular bodies of those neurons are located in the DRG explaining our choice to
properly evaluated primary afferent neuron activity. We opted to evaluate neuronal
activation in the 2" day after MaR1 treatment since pain was already established
and this period would give time to allow MaR1 activity. We are presenting
representative images of DRG culture (Fig. 2A), calcium traces (Fig. 2B) and
quantitative analyses (Fig. 2C) using Fluo-4 as a fluorescent probe for calcium
detection. Figure 2 shows that DRG neurons of TiOz2 arthritis mice presented a higher
basal calcium level, which explains the observed enhanced pain behavior upon
evoked and non-evoked tests (Fig. 1A-D). Thus, enhanced response to capsaicin
represents enhanced response to nociceptive stimulation. On the other hand, MaR1
treatment reduced the basal calcium level of DRG neurons as well as the response to
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capsaicin (Fig. 2). Thus, behavior and neuronal responses align to explain the

analgesic activity of MaR1.
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Figure 2: MaR1 reduces arthritis TiO2-induced activation of DRG neurons
Three days after intra-articular injection (i.a) of TiO2 (3 mg/joint), DRGs were
dissected for calcium imaging using Fluo-4AM (A-C). Panel (A) displays
representative fields of DRG neurons dissected from saline-treated mice, mice
stimulated with TiO2z intra-articular (i.a.) injection and treated with vehicle, or
stimulated with TiOz2 intra-articular (i.a.) injection and treated with MaR1. Panel
(Fig. 2A): baseline fluorescence (first column), fluorescence after capsaicin
(second column), and after KCI control (third column). Panel (Fig. 2B) displays
the fluorescence intensity traces of calcium influx from the representative DRG
fields (a) throughout the 6 min of recording. The representative traces show that
the TiO2 + vehicle DRG neurons presented higher calcium levels in the baseline
than saline control and TiO2 + MaR1 DRG neurons groups. Panel (Fig. 2C)
shows the mean fluorescence intensity of calcium influx of the baseline (0-s
mark) and that following the stimulus, either capsaicin (120-s mark, TRPV1
agonist) or KCI (240-s mark, activates all neurons). Results are expressed as
mean + SEM, n = 4 DRG plates (each plate is a neuronal culture pooled from six
mice) per group per experimente. * p <0.05 compared to the saline group, # p
<0.05 compared to TiO2 groups. (One-way ANOVA followed by Tukey's
post-test).

3.3 MaR1 reduces knee edema and recruitment of leukocytes caused by TiO:2

arthritis.

After establishing that MaR1 reduces TiOz2 arthritic pain, we next assessed its effect
in inflammatory parameters. MaR1 reduced TiO2 arthritic edema (Fig. 3A) as well as
the recruitment of total leukocytes (Fig. 3B), mononuclear cells (Fig. 3C) and

neutrophils (Fig. 3D). Thus, MaR1 also reduces TiOz2 joint inflammation.
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Figure 3: MaR1 decreases edema and the migration of inflammatory cells
into the synovial cavity in the titanium dioxide-induced arthritis model (TiOz2).
Edema (Fig. 3A) was evaluated in the joint for 30 days after TiO2 injection. The
recruitment of total leukocytes (Fig. 3B), mononuclear (Fig. 3C) and
polymorphonuclear (Fig. 3D) was evaluated in the joint wash 30 days after TiO2
injection. The results were presented as a mean + standard error (SEM) of 6 mice
per experimental group. * p <0.05 compared to the saline group, **p <0.05
compared to the TiO2 group, # p <0.05 compared to tio2 groups and other MaR1
doses. (Two-way ANOVA followed by Tukey's post-test).

3.4 MaR1 reduces the histopathological changes caused by TiO2 in the knee
joint.

We followed the same treatment protocol as for Fig. 1 using the selected dose of
MaR1 (10 ng/animal, i.p.) and samples of the knee joint were collected at the 30t
day of TiOz inflammation. Fig. 4A presents the quantitative score of histopathological
alterations caused by TiO2 in the knee joint and that MaR1 post-treatment
significantly reversed those alterations. Figs. 4B, C and D show representative
images of knee joint sections in which arrows indicate leukocyte recruitment, the
arrowhead demonstrates neovascularization, the asterisks show up TiO2 and the
rectangle highlight synovial hyperplasia. Note that a clear accumulation of TiO2 may
be observed in the knee tissue as black pigments.
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Figure 4: MaR1 reduces synovial hyperplasia, cell recruitment and
neovascularization

Panel (A) shows a graphic representation of the analysis of the clinical score, (B)
the femoro-tibial space of mice belonging to the saline group, in (C) the femoro-
tibial space of mice stimulated with TiO2 and treated with vehicle and in (D) the
femoro-tibial space of mice stimulated with TiO2 and treated with MaR1. The arrow
represents leukocyte recruitment, the arrowhead demonstrates neovascularization,
the asterisk represents TiO2 and the square represents synovial hyperplasia.
Results are expressed as mean £ SEM, n = 6 animals per group per experiment, (*
P <0.05 vs. saline, #P <0.05 vs. 0 mg - kg — 1 group; One-way Anova followed by
the Tukey post-test).

3.5 MaR1 reduces cartilage degradation in chronic arthritis caused by TiO2

Mice were treated as described in Fig. 1 and samples collected 30 days after TiO2
injection. Fig. 5 shows the results of Mallory's trichome staining with quantitation in
the femural cartilage (Fig. 5A) and tibial cartilage (Fig. 5B). MaR1 reduced cartilage
degradation in the femoral side. Representative images are shown in Fig. 5C, D and
E, including original representative images and Image J images. Thus, in addition to
reducing pain and inflammation, MaR1 reduced cartilage degradation caused by
TiO2.
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Figure 5: MaR1 reduces cartilage degradation in chronic arthritis caused
by TiO2

Panel (A) shows the graphic representation of femoral degradation, (B) shows
tibial degradation, (C) the joint of mice belonging to the saline group, in (D)
joints of mice stimulated with TiO2 and treated with vehicle and in (E) joint of
TiO2-stimulated and MaR1-treated mice. Results are expressed as mean *
SEM, n = 6 animals per group per experiment, (* P <0.05 vs. saline, #P <0.05
vs. 0 mg - kg — 1 group; Oneway Anova followed by the Tukey post-test).

3.6 Treatment with MaR1 does not induce gastric, hepatic or renal damage

An important question that arises during the development a novel active biological
molecule is if they would induce side effects known to be triggered by current
treatments. Following the protocol described in Fig. 1, samples of blood and stomach
were collected. The myeloperoxidase (MPO) activity in the stomach tissue is used to
detected inflammation and ulcers induced by non-steroidal anti-inflammatory drugs
such as acethyl salicylic acid and indomethacin (Fig. 6A). Plasma AST (Fig. 6C) and
ALT (Fig. 6D) levels are used to assess liver damage. Plasma urea (Fig. 6E) and
creatinine levels are applied to investigate renal damage. MaR1 did not induce
alteration of those markers of stomach lesion or liver and renal damage. On the other
hand, control drugs that induce those alterations demonstrated that the tests were
working properly. Indomethacin induced stomach lesion, acetaminophen induced
liver damage and diclofenac induced renal damage (Fig. 6). CoMO FOI FEITO O
TRATAMENTO COM OS CONTROLES?
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Figure 6: Treatment with MaR1 does not induce gastric, hepatic or renal
damage.

Were determined: (Fig. 6A) MPO activity in the stomach; (Fig. 6B) plasma levels of
AST, (Fig. 6C) plasma levels of ALT; (Fig. 6D) plasma levels of urea; (Fig. 6E)
plasma creatinine levels. The results were presented as + epm of 6 mice per
experimental group. **p<0.05 compared to the saline group. (One-way ANOVA
followed by Tukey's post-test).

4. Discussion

TiO2 is one of the main biomaterials used in prostheses and metal implants
and also a causative agent of joint inflammation [15, 30]. With the general
inflammatory process, there may be rejection of the prosthesis and the need for new
surgery, and depending on the patient's health status, this is not possible [14]. In the
present study, data demonstrate that MaR1 reduces mechanical and thermal
hyperalgesia, knee edema, and joint histopathology in TiO2 arthritis. All these
beneficial effects occurred in the absence of stomach lesions or liver and renal
damage.

We have previously observed that MaR1 presents a long-lasting analgesic
effect in the CFA paw inflammation model. The analgesic effect of MaR1 lasted for 5
days upon pre-treatment, and for 3 days upon 24h post-treatment [52]. The current
findings resemble those observations in the CFA model since MaR1 effect in the TiO2
lasted for 72h. However, the present model has a much longer disease duration, with
detectable inflammation for more than 30 days [53]. However, as we have
standardized before, 30 days is sufficient to observed histopathological changes in
the knee joint and even cartilage degradation [54, 55], and for this reason we
restricted the disease period of evaluation to 31 days.

Results show that MaR1 reduced TiOz triggered nociceptive behavior using
three methods, mechanical stimulation, heat thermal stimulation and non-evoked
weight distribution between the rear paws. Thus, consistent data support the
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analgesic effect of MaR1. In addition to these behavioral results, MaR1 reduced the
basal dorsal root ganglia (DRG) neuronal calcium levels, which is a measure of
neuronal activity. MaR1 reduces the activation of the TRPV1 channel, which is
permeable to calcium [56]. DRG neurons of TiOz arthritis mice also presented higher
response to capsaicin, which is a TRPV1 agonist. TRPV1 is widely expressed by C
fiber nociceptor neurons and is involved in neuronal activation in pain [50, 51]. Quite
interestingly, unpublished evidence demonstrates that TRPV1 mRNA and protein
levels are increased in the DRG of TiO2 knee inflammation mouse (unpublished data
of Telma Saraiva-Santos and colleagues). In trigeminal ganglion neurons, MaR1
blocks capsaicin-induced TRPV1 in calcium influx at a low concentrations [44]
indicating that it is a potent TRPV1 inhibitor. In the CFA paw inflammation model,
MaR1 also reduced TRPV1 mRNA expression in the DRG [52]. Thus, it is reasonable
to suggest that MaR1 could be inhibiting TRPV1 expression by DRG neurons, and
this mechanism together with the inhibition of TRPV1 activity [56] would explain the
analgesic effect of MaR1 in TiOz2 arthritis..

Leukocyte recruitment is a characteristic phenomenon that occurs in arthritis.
We confirmed that TiO2 induces leukocyte recruitment and MaR1 reduced this
inflammatory event. TiO2 activates recruited neutrophils [34] that participate in
cartilage and bone destruction directly by releasing extracellular neutrophil traps
(NETSs), the release of NETs results in histone citrullination, which is a mechanism
involved in rheumatoid arthritis and implant-induced arthritis, such as TiO2 [34]. In
chronic inflammation and neuropathic conditions, TNF-a [37], participate in the
activation of sensory neurons, which is a nociceptive mechanism. In this sense,
inhibition of cytokine production is also an analgesic effect [18]. In CFA inflammation,
MaR1 reduces TNF-a production in the paw skin and spinal cord as well as
macrophage and neutrophil accumulation in the inflamed paw skin [52]. Herein,
MaR1 reduced the recruitment of leukocytes, synovial hyperplasia,
neovascularization, and femoral cartilage degradation. Again, it is reasonable to
suggest that MaR1 would be acting by reducing the production of inflammatory
mediadors and recruitment of leukocytes, and these effects accounted to reduce
articular histopathology and cartilage degradation.

Finally, MaR1 analgesic and anti-inflammatory effects were observed in the
absence of stomach lesions, liver damage or renal lesions, which are characteristic of
non-steroidal anti-inflammatory drugs.

5. Conclusion

The present results explored the potential beneficial effect of MaR1 in a model of
chronic arthritis triggered by TiOz2, which is a wear process component generated in
the by prosthesis friction. MaR1 consistently reduced nociceptive behavior, neuronal
activation, inflammation, and histopathology changes in the knee of TiO2 arthritis
mice. These analgesic and anti-inflammatory effects occurred in the absence of
stomach, liver or renal damages. Thus, the present data together with the literature
support the therapeutic potential of MaR1 in inflammatory conditions.
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Abstract

Objective: To evaluate the effect of maresin 2 (MaR2) on acute inflammation caused
by acetic acid induced-colitis in mice.

Material and Methods: Mice were treated with MaR2 (3ng/animal, i.p.) 30 minutes
before and 12h after acetic acid (6% solution) intrarectal induction. Visceral
mechanical hyperalgesia was assessed by the electronic von Frey method. After
collection of intestine samples, we evaluated macroscopic and microscopic
histological patterns alterations, mucus production, mast cells recruitment and
macrophages phenotype on colonic tissue. Myeloperoxidase (MPO) activity was
used for neutrophils recruitment in the tissue. Immunofluorescence was performed to
analyze the inducible nitric oxide synthase (iNOS) activation in macrophages.
Results: MaR2 decreased visceral mechanical hyperalgesia, leukocyte recruitment,
atrophy of the mucosal layer, destruction of goblet cells, detachment of the muscular
and mucosal layers. As well as was observed a reduction in the amount of mast cells
present in the tissue and the iINOS activation in macrophages.

Conclusion: MaR2 improves the phenotype of acetic acid-induced colitis, producing
an analgesic effect observed on visceral mechanical hyperalgesia assessment, and
anti-inflammatory potential by decreasing leukocyte recruitment and histological
changes, including crypt atrophy and goblet cell destruction.

Keywords:- Maresin - Colitis- Acetic Acid - Acute Inflammation - Pain -
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1. Introduction

Inflammatory bowel disease (IBD) has been considered a major public health
problem since its incidence has been increasing around the world, making it also
considered a global disease [1]. It is characterized both by a chronic intestinal
inflammation with multifactorial etiology, and presents two main forms according to
the region where the inflammation is, one being Crohn's disease (CD) and the other
ulcerative colitis (UC) [2]. CD is marked by an extensive lesion that can affect the
entire gastrointestinal tract, already in UC, this inflammatory lesion is controlled and
local, limited to the colon [3].

Due to the severity of the disease, IBD greatly impacts quality of life and
productivity [4], as it manifests itself in symptoms such as diarrhea, often bloody,
which refers to anemia, abdominal pain, weight loss, fatigue, fever, fistulas, and often
extra-intestinal manifestations. Even though its origin is multifactorial, IBD may occur
in response to immunological deregulation that causes a response against the
intestinal microbiota in a genetically susceptible individual [5, 6]. Nevertheless,
chronic intestinal inflammation from immune deregulation is associated with
increased production of ROS, molecules that play an important role in the
pathophysiology of the disease in humans and animals [7, 8].

Contributing to the inflammatory process and tissue injury, there is the
recruitment of neutrophils and macrophages to the injured intestinal tissue, which is
responsible for the production of ROS and NF-kB-dependent pro-inflammatory
cytokines, which perpetuate the disease [4]. This may be seen clinically, since pro-
inflammatory cytokines such as IL-1B, TNF-a and IL-33 are found at high levels in
patients with IBD [9, 10, 11], and as much as anti-inflammatory cytokines are
involved in controlling the development of IBD, it is known that patients who present
mutations in the production of interleukin 10 (IL-10) or in their receptor tend to
develop the most severe and early disease [12].

UC is usually characterized as abdominal pain, diarrhea and mucous stools,
which are associated with the severity of inflammation clinically [13], affects only the
colon, diffusely, recurrent and non-transmural [14]. Although the precise etiology of
UC is unclear, it is well recognized that the increased production and release of pro-
inflammatory cytokines, such as TNF-a, IL-6, IL-18 and IL-33, are responsible for

inflammation of the intestinal mucosa [15].
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Although the disease is characterized with idiopathic etiology, many studies
are conducted about this, and it is known that 8 to 14% of patients diagnosed with
ulcerative colitis have a family history of inflammatory bowel disease, and first-degree
relatives have four times the risk of developing the disease [16, 17]. Regarding
ethnicities, studies say that Jewish populations have higher rates of patients with
ulcerative colitis than others [18, 19].

In recent years, a wide variety of therapeutic approaches have been applied
for the treatment of UC, such as aminosalicylates derived from 5-amiosalictyl acid (5-
ASA), which are the main choice of treatment for the disease in the mild or moderate
stage. Topical and systemic steroids are used to mitigate the effects of seizures
promoted by the disease, while immunosuppressants and biological drugs are
choices in cases considered moderate to severe.

Therapy aims to induce a clinical remission process [20]. Aminosalicylates are
the main choice of treatment for mild to moderate ulcerative colitis, topical and
systemic steroids may be used to treat ulcerative colitis seizures, while
immunosuppressants and biological drugs are used in moderate to severe disease
[21].

However, limited beneficial effects or adverse effects still existed in these
therapeutic approaches, more effective and non-toxic therapies are urgently needed.
And cholectomy (surgical removal of part of the colon) is necessary in up to 15% of
cases [22].

Maresin 2 (MaR-2), a pro-resolution lipid mediator (SPM) arising from
macrophages from the breakdown of DHA by human 12-lipoxagenase [23, 24], is a
therapeutic agent with adequate potential to promote the reduction of leukocyte
recruitment, observed in the zymosan-induced arthritis model, and also inducer
phagocytosis by macrophages [24]. Recently, its demonstrated potential has been
demonstrated through reduction of TRPV1 and neuronal dependent in recent data
(FATO from NTORIZ2 to Neuropharmac dependent-22-22-22-10).

2. Materials and methods

2.1 Animals

Male Swiss mice weighing between 20-25 g from the animal facility of the

State University of Londrina, Parana, Brazil, were used. The animals were housed in
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standard plastic cages with free access to food and water, light/dark cycle (12/12h
and controlled temperature (21°C). They were kept in the animal facility at the
Pathology Department of the State University of Londrina for at least two days before
the experiments. The methods of manipulation and animal care were in accordance
with the guidelines of the International Association of Studies on Pain (IASP) and
were approved by the Research and Ethics Committee from State University of
Londrina (CEUA n°® 11148.2016.83).

2.2 Drugs

The compounds used in this study were saline solution (NaCl 0.9%, Frenesius
Kabi Brasil Ltda, Aquiraz, CE, Brazil), acetic acid P.A (Synth, Diadema, SP, Brazil),
and MaR-2 (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, USA).

2.3 Experimental procedures

Before induction, the animals were packed in metabolic cages for 12 hours
fasting, receiving only water, to keep the intestines empty. After fasting, animals were
anesthetized (inhaled isuflurane) for colon cleansing with saline solution and divided
into the experimental groups. Half an hour after the colon cleansing, mice were
pretreated with MaR-2 (0.3 and 3 ng/animal) or vehicle (saline solution),
intraperitoneally (i.p.) for dose response determination. For the colitis induction, mice
were anesthetized with ketamine and xylazine to be stimulated with acetic acid (Aac)
in the concentration of 6%, previously solubilized in saline solution, through
intrarectal route half an hour after pretreatment. 12 hours after induction, the
treatments with MaR-2 were administrated again and 18 hours after induction the

animals were anesthezied and euthanized (inhaled isuflurane) for sample collection.

2.4Evaluation of Mechanical Hyperalgesia Visceral
Mechanical hyperalgesia of the peritoneal region was evaluated by means of
an electronic pressure measurement test consisting of a hand force transducer
equipped with a polypropylene tip (von Frey electronic anesthesiometer; Insight,
Ribeirdo Preto, SP) was used to evaluate mechanical joint nociception. In a quiet
room, the animals were placed individually in acrylic cages (12 x 10 x 17 cm) with a
wire grid floor, 15 to 30 minutes before the environmental adaptation test. The

application of force was performed only when the animals had four legs on the grid,
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did not exhibit exploratory movements or defecation, and were not resting on the
paws. An increasing perpendicular force was applied in the central area of the
peritoneum to induce a flexion/contortion movement. A mirror tilted below the grid
provided a clear view of the four legs. The electronic pressure measuring device
automatically recorded the intensity of the force applied when the animal arched. The
test was repeated until subsequent consistent measurements (i.e., the variation
between these measurements was less than 1 g). The mechanical threshold induced

by flexion was expressed in grams (Q).

2.5MPO activity assay

MPO activity, considered a reliable marker of neutrophil migration to tissues,
was analyzed by a colorimetric assay [25]. Colon samples were collected in H2PO4
50 mM buffer (pH 6.0) containing 0.5% trimethylammonium hexadecyl bromide
(HTAB) and kept at -80°C until use. The frozen samples were homogenized using a
turrax  (Tissue-Tearor 985370, BioSpec Products, Bartlesville, OK, USA) and
centrifuged (2 min, 16,000g, 4°C) to obtain the supernantant. The analysis were
performed in a spectrophotometer (Multiskan GO Microplate Spectrophotometer,
ThermoScientific, Vantaa, Finland) with wavelenght at 450 nm. The MPO activity
from the samples were compared to a neutrophil standard curve. In summary,
samples were mixed with phosphate buffer 50 mM (pH 6.0), containing 0.167 mg /
mL of O-dianiside dihydrochloride and 0.0005% of hydrogen peroxide. The results

were presented as MPO activity.

2.6 Histological processing

Femorotibial joint samples were collected, fixed in buffered formalin and
submitted to histological processing, with dehydration using graduated alcohol
baths (Contemporary Chemical Dynamics - Sao Paulo), diaphrel with xylol baths
(Synth - Diadema - SP), paraffin impregnation (Synth - Diadema - SP). Sections of 7
micrometers were performed in the microtome. The slides with the cuts were
submitted to staining techniques of hematoxylin and eosin (Laborclin - Pinhais-PR),
Toluidine Blue (TB) (Sigma-Aldrich - Jurubatuba - SP) and Schiff Reactive (PAS)
(Sigma-Aldrich - Jurubatuba - SP). Through the staining of Hematoxylin and Eosin
(HE), it was possible to observe the tissue, and perform the analysis by means of a

clinical score, where crypt atrophy, destruction of calliform cells, separation of muscle
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and mucosal layers, and inflammatory infiltrate were evaluated, which scored from 0
to 3, demonstrating a degree of tissue degradation according to the increasing level,
being 0 for no alteration and 3 for severe alteration, in this case being a significant
degree of crypt atrophy, decrease in the number of goblet cells, and even an
increase in inflammatory infiltrate that harm the tissue. Through the toluidine blue
staining, it was possible to observe the migration of mast cells to the inflamed tissue,
and by means of The Schiff Reactive staining with alcian blue staining it was possible
to measure the amount of positive PAS+ and AB cells, characterizing the goblet cells
as the production of acid mucin and basic mucin. This analysis was performed with
the aid of the Image J program, which allowed the counting of positive cells to be

performed.

2.7 Immunofluorescence

Colon samples were collected, fixed in PFA 4% and submitted to processing for
freezing. Sections of 7 micrometers were performed through the microtome. The
slides with the cuts were submitted to immunofluorescence technique, for the
visualization of macrophages present in the tissue, immunostaining was performed
with the F4/80 antibody (eBioscience), and through immunostaining with the antibody
iINOS (eBioscience) it was possible to observe the positive iINOS cells. The colocation
analysis required to visualize positive INOS macrophages was performed using the

Leica X confocal

2.8 Statistical analysis:

Data were analyzed using GraphPad Prism statistical software (GraphPad Software,
Inc., USA-500.288, version 8.0). The results were presented as means + SEM of
measurements made on six mice in each group per experiment and are
representative of two separate experiments. Two-way repeated measures analysis of
variance (ANOVA) followed by Tukey’s post-test was used to compare all groups and
doses at all times when responses were measured at different times after the
stimulus injection. Differences between responses were evaluated by one-way
ANOVA followed by Tukey’s post-test for data of single time point. P<0.05 was

considered significant.
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3. Results

3.1 MaR2 reduces myeloperoxidase activity, mechanical hyperalgesia and
histological changes visualized through the macroscopic score.

The animals were kept in a metabolic cage 24 hours before colon lavage, followed by
pretreatment and model induction. After 12 hours of induction, the second treatment
was performed, after 17 hours of induction, mechanical hyperalgesia was evaluated
using the von Frey method and after 18 hours of induction, the animals were
euthanized, and the colon segment was collected for evaluation. of the exposed
dose. The dose of MaR-2 for the treatment was chosen through the evaluation of
MPO (Fig. 1A) evaluated after 18 hours of induction, mechanical hyperalgesia (Fig.
1B) evaluated at the seventeenth hour of induction, and evaluation of changes
macroscopic histological findings observed in the tissue (Fig. 1C) after 18 hours of
induction (0.3ng and 3 ng/animal intraperitoneal). The 3 ng dose was chosen after
promoting the reduction of myeloperoxidation activity, the evaluated mechanical
hyperalgesia in the peritoneum and promoting visible bleeding in the colonic tissue,
as well as the decrease in the shortening of the organ in only 2 treatments.
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Figure 1: MaR2 reduz a atividade da mieloperoxidase, a hiperalgesia mecéanica
e as alteragdes histoldgicas visualizadas através do score macroscoépico.
Animals received two treatments of MaR-2 30 (0.3ng and 3ng/animal, intraperitoneal
[i.p.]). Myeloperoxidation activity (Fig. 1A) was evaluated 18h after induction.
Mechanical hyperalgesia (Fig. 1B) were evaluated 17h after the stimulus and
macroscopic score (Fig. 1C) were evaluated 18h after the stimulus. Thus, it was
possible to evaluate the best dose of treatment, being 3 ng, able to decrease
myeloperoxidation activity, mechanical hyperalgesia, and macroscopic histological
alterations. The results were presented as a mean * standard error (SEM) of 6 mice
per experimental group. * p <0.05 compared to the saline group, *p <0.05 compared
to the colitis group, # p <0.05 compared to colitis groups and other MaR2 doses.
(Two-way ANOVA followed by Tukey's post-test).
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3.2 MaR2 reduces the inflammatory infiltrate, the detachment of the muscular
and submucosal layers, and the destruction of the goblet cells.

After 18 hours of induction, the animals were euthanized and colon samples were
collected, processed for histology and stained with hematoxylin and eosin. The
analysis of histological parameters (Fig. 2A) (crypt atrophy, destruction of goblet
cells, separation of muscle and mucosa layers, and inflammatory infiltrate — Fig. 2B,
C and D) was performed using a score that considered increasing levels from 0 to 3,
where 0 means no change and 3 for severe alteration, in which case it may be a
significant degree of crypt atrophy, decrease in the number of goblet cells, and even
an increase in the inflammatory infiltrate that damage the tissue. The 3ng dose of
MaR-2 was able to reduce the intense inflammatory infiltrate, as well as the distance
between the muscle and mucosa layers, and the destruction of goblet cells. It also

promoted the rehabilitation of crypts that had been atrophied by acetic acid.
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Figure 2: MaR2 reduces the inflammatory infiltrate, the detachment of the
muscular and submucosal layers, and the destruction of the goblet cells.
Colon samples stained with hematoxylin and eosin for visualization of histological
components. Panel (Fig. 2A): analysis of histological components. Panel (Fig.
2B) colon samples from animals in the saline group. Panel (Fig. 2C) colon of
animals from the colitis group — induced with acetic acid. Panel (Fig. 2D) colon of
animals from the group treated with 3 ng of MaR2.The arrow represents the
inflammatory infiltrate, the arrowhead represents the destruction of goblet cells
and and the asterisk represents the separation of the muscular and mucous layer.
Results are expressed as mean + SEM, n = 6 mice per group per experimente. *
p <0.05 compared to the saline group, # p <0.05 compared to colitis group and
MaR2 treated group. (Kruskal-Wallis test followed by Dunn's post-test).
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3.3 MaR2 decreases the destruction of acidic and basic mucin-producing
goblet cells. O QUE O PAS TA CORANDO? O QUE VC VE NA REACAO

After 18 hours of induction, the animals were euthanized and colon samples were
collected, processed for histology and stained with schiff reagent (PAS) and
counterstained with alcian blue (AB) (Fig. 3C, D and E). MaR-2 was able to reduce
the destruction of acid mucin-producing goblet cells visualized by PAS (Fig. 3B) and
basic staining visualized by AB staining (Fig. 3A), with greater preservation of basic
mucin-producing cells, in addition to preserving tissue architecture, reducing distance
of the muscular and mucosal layers. Confirming the evaluation of histological
parameters, it was also possible to observe a decrease in crypt atrophy and intense
inflammatory infiltrate.
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Figure 3: MaR2 decreases the destruction of acidic and basic mucin-producing
goblet cells

Colon samples stained by Schiff reagent (PAS) and alcian blue (AB) to identify acid
and basic mucin-producing goblet cells. Panel (Fig. 3A): number of AB positive cells.
Panel (Fig. 3B): number of PAS positive cells. Panel (Fig. 3C) colon samples from
animals in the saline group. Panel (Fig. 3D) colon of animals from the colitis group —
induced with acetic acid. Panel (Fig. 3E) colon of animals from the group treated with
MaR2 3ng. The asterisk represents AB positive goblet cells, and the hash represents
PAS positive goblet cells. The results were presented as a mean + standard error
(SEM) of 6 mice per experimental group.* p <0.05 compared to the saline group, # p
<0.05 compared to colitis group and MaR2 treated group. (Two-way ANOVA followed
by Tukey's post-test).

3.4 MaR2 reduces the amount of mast cells recruited to the tissue. COMO VC
AVALIOU?

MaR2 promoted a decrease in mast cells recruited to the inflamed colonic tissue in
the treated group compared to the acetic acid-induced colitis group (Fig. 4a). It was
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also observed that the treatment of MaR2 managed to preserve a part of the cellular
structure of the mast cell, whereas a large amount of granules was not visualized in
the colonic tissue of the treated group.
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Figure 4: MaR2 reduces the amount of mast cells recruited to the tissue.

Colon samples stained with toluidine blue. Panel (Fig. 4A): number of mast cells
recruited to the tissue. Panel (Fig. 4B): colon sample from animals in the saline
group. Panel (Fig. 4C) colon of animals in the colitis group — induced with acetic
acid. Panel (Fig. 4D) Colon of animals from the 3ng MaR2 treated group. The arrow
indicates mast cells recruited to injured tissue. Results are expressed as mean *
SEM, n = 6 animals per group per experiment, * p <0.05 compared to the saline
group, # p <0.05 compared to colitis group and MaR-2 treated group. (One-way
Anova followed by the Tukey post-test).

3.5 MaR2 reduces the number of macrophages producing inducible nitric oxide
synthase

After 18 hours of induction, the animals were euthanized, and the collected samples
were processed for immunofluorescence. Through immunostaining with the
monoclonal antibody F4/80 (Fig. 5B) it was possible to visualize the macrophages
recruited to the colonic tissue. To understand the macrophage population, a
combined immunostaining was performed that demonstrated the placement between
cells immunostained by F4/80 and those stained by specific antibody for inducible
nitric oxide synthase (iINOS) (Fig. 5B). In this way, it was possible to observe which
of these macrophages were iNOS producers (Fig. 5D). MaR-2 reduced the amount
of iINOS-producing macrophages recruited to the injured tissue (Fig. 5A). A TEM
QUE VIR PRIMEIRO
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Figure 5: MaR2 reduces the nhumber of macrophages producing inducible nitric
oxide synthase

Panel (Fig. 5A): percentage of macrophages producing inducible nitric oxide
synthase (iNOS). Panel (Fig. 5B): immunostaining for inducible nitric oxide synthase.
Panel (Fig. 5C): F4/80 immunostaining for macrophages. Panel (Fig. 5D):
colocalization of F4/80-labeled macrophages and iNOS producers. Results are
expressed as mean * SEM, n = 6 animals per group per experiment, * p <0.05
compared to the saline group, # p <0.05 compared to colitis group and MaR-2 treated
group. (Oneway Anova followed by the Tukey post-test).

3.6 There is expression of the mRNA of the receptor for MaR1 in the intestinal
epithelium

The LgR6 (receptor for MaR1) mRNA expression demonstrates the possibility of
interaction of this SPM with the intestinal epithelium. This suggests the possibility of a
beneficial interaction of MaR2 in this tissue.
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Figure 6: There is expression of the mRNA of the receptor for MaR1 in the
intestinal epithelium

Panel (Fig. 6A): represents the distribution of LgR6 receptor mRNA expression in the
intestinal epithelium. Panel (Fig. 6B): Demonstrates the cell ontology class
distribution in intestinal tissue. Panel (Fig. 6C): Demonstrates disruption of LgR6
receptor mRNA expression in different intestinal cell types. Data obtained through
Single cell RNA sequencing (scRNA-seq) analysis.

4. Discussion

In this work we demonstrate the analgesic and anti-inflammatory effect of
MaR2 in the model of acetic acid-induced colitis. The analgesic effect was observed
through the reduction of visceral mechanical hyperalgesia, while the anti-
inflammatory effect was observed through the reduction of MPO activity, the
reduction of histological alterations such as the reduction of organ shortening,
reduction of the inflammatory infiltrate, reduction of destruction of goblet cells,
reduction of crypt atrophy and detachment of the muscular and mucosal layers,
decrease in the recruitment of mast cells to the injured tissue, observed by means of
macroscopic and microscopic scores, and also the reduction in the amount of nitric
oxide synthase-producing macrophages indubitable.

Inflammatory bowel disease (IBD) is responsible for several extra-intestinal
symptoms such as bloody diarrhea, fever and abdominal pain, which reduces the
quality of life of patients, and in most cases is disabling [4]. There are usually severe
manifestations in the acute phase of the disease and a reduction in signs and
symptoms in the remission phase [4, 6, 27].

One of the most common histological findings seen in patients with ulcerative
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colitis is the intense inflammatory infiltrate in the mucosal layer, which contributes to
tissue damage and intestinal barrier dysfunction [28]. Several studies demonstrate
that tissue damage and inflammatory signs in DSS-induced colitis are mediated
primarily by PMN infiltration [29, 30]. Neutrophils are components of this inflammatory
infiltrate, cells that have azurophilic granules where a large amount of the MPO
enzyme is present, which contributes to tissue damage [31, 32]. MPO may be used
as an indicator of inflammation since its activity is directly related to the amount of
neutrophils in the tissue [33].

Our data corroborate these studies, demonstrating the anti-inflammatory effect
of MaR2 through the reduction of MPO activity and inflammatory infiltrate,
corroborating with data from our research group not published yet that demonstrate
the reduction of inflammatory infiltrate in acute inflammation in the potassium
superoxide (KOz2) model. Marcon et al (2013) [34] in relation to Mar1 demonstrated
the same in the DSS-induced colitis model.

Regarding to characteristics symptom of IBD, abdominal pain, which is
responsible for the need for clinical intervention in 70% of cases [34, 35].
Inflammatory mediators such as IL-1B, TNF-a and IL-33 may be responsible for
inducing inflammatory pain [36, 37, 38, 39], as well as the production of reactive
oxygen species such as iNOS [40, 41, 42, 43]. MaR2 was able to reduce visceral
mechanical hyperalgesia as well as the iINOS-producing macrophage population,
demonstrating once again its analgesic and anti-inflammatory capacity.

In addition to the inflammatory infiltrate, UC is responsible for extensive and
transmural mucosal damage, in addition to the destruction of goblet cells and
consequently decreased mucus production, as well as crypt atrophy [44]. Intrarectal
acetic acid administration promotes extensive and severe inflammation promoting
organ shortening [25, 45]. We demonstrated that treatment with MaR-2 promotes a
decrease in the crypt atrophy process, as well as a decrease in goblet cell
destruction, aiding in the physiological function of this cell, mucus production, mainly
through basic mucin, which can be an attempt to balance the pH of the medium.

On the other hand, mast cells are commonly present in the intestine, but in
small amounts [46]. Mast cells have granules containing mediators such as
histamine, and proteases, such as tryptases and chymases, promoting an immediate
response, being able to synthesize and release lipid mediators, such as
prostaglandins and leukotrienes, within 1 to 2 hours after activation. This is linked to
the diversity of mechanisms in which mast cells are involved, such as epithelial
secretion and permeability, recruitment and activation of immune cells, vascular
permeability, and neuroimmune interaction altering peristalsis and pain [47].

The diffuse mucosal inflammation that characterizes ulcerative colitis is
associated with mucus loss together with massive blood loss from the rectum. At the
tissue level, there is a reduction in the mucus inside the theca of goblet cells. It is
likely that inflammatory mediators are enhancing secretion over mature product
storing [48].

We used alcian blue stain, prepared at the acid pH of 2.5, to identify acidic
mucopolysaccharides and acetic mucins, and the PAS stain, which is used mainly
for staining structures that contain a high proportion of carbohydrates, such as
glycogen, glycoproteins and proteoglycans, usually found in connective tissues,
mucus and basement membranes. Thus, it was possible to quantify the goblet cells
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responsible for each type of mucin production. MaR2 was able to reverse the
degradation of acid and basic mucin-producing goblet cells, demonstrating an
attempt to maintain the intestinal epithelial barrier.

The expression of LgR6 receptor mRNA in cells in the intestine demonstrates
the possibility of action of MaR1 together with its receptor in this tissue. Thus, it is
expected that the same will happen with MaR2, which reinforces the interaction of
this SPM with the tissue.

Our data showed a reduction in the amount of mast cells in the injured colonic
tissue when treated with MaR2, suggesting the analgesic and anti-inflammatory
capacity of this molecule. However, the technique applied for mast fixation in our
study is limited, once we used PFA 4% for fixation followed by toluidine blue for
staining and, apparently, the use of derived-aldehyde for fixation could result in a
weak mucosal mast cells coloring [48].

5. Conclusion
The results of the present work demonstrate the great potential of MaR-2 as a
therapeutic target in the model of acute inflammation caused by acetic acid-induced
colitis. MaR-2 reduced the painful behavior of the disease, as well as the products of
the inflammatory process. Demonstrating the beneficial effect of using MaR-2 in
inflammatory conditions.
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CONCLUSAO

A dor articular, bem como a dor inflamatdria ativam processos que
envolvem mecanismos centrais e periféricos, e a inflamacao local pode ainda se
agravar com o recrutamento de células, e a modulagao inflamatéria por meio da
produgdo de mediadores, como aminas vasoativas, interleucinas e quimiocinas
agravam ainda mais o caso.

Tendo essa questdo em vista, os SPMs se fazem uma excelente
alternativa terapéutica, pois possuem a capacidade de trabalhar de maneira
analgésica e anti-inflamatéria de modo central e periférico, diminuindo o
recrutamento de leucécitos para o local da lesdo, a hiperalgesia mecanica e térmica,
e danos histopatologicos como a degradacéo da cartilagem no caso do modelo de
artrite induzido por dioxido de titdnio, ou como a diminuicdo da atrofia da camada da
mucosa, e destruigdo das células caliciformes recuperando a fungédo de producgéao de
muco, tanto acido, quanto basico, no modelo de colite induzida por acido acético.

Deste modo, as maresinas 1 e 2 se mostram com uma potente
alternativa terapéutica no caso da artrite induzida por diéxido de titanio, ou no caso
da colite induzida pelo acido acético.

Portanto, podemos dizer, que essa classe de SPMs possui a
capacidade de modular a resposta inflamatéria induzindo a resolugao da inflamacao,

promovendo uma reduc¢ao da dor articular e dor inflamatoéria.
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APENDICE A
Instrumento de pesquisa utilizado na coleta de dados

Unive rsidade

Esiadual die Lonerina i

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

OF, CIRC, CEUA N° 181/2016 Londrina, 16 de Julho de 2016,

Prezado Pesquisador,

Certificamos que o projeto intitulado “Avaliagio do efeito analgésico dos mediadores
lipidicos pro-resolughio resolvina D1 (RvD1) resolvina D2 (RvD2), resolvina D5 (RvD6),
maresina 1 (Mar1), maresina 2 (Mar2), protectina (PD1), 15-epi-lipoxina A4 (ATLA4) e lipoxina
A4 (LxA4) em modelo de artrite induzido por TiO,", protocolo CEUA n" 11147.2016.40, sob a
responsabilidade de Waldiceu Aparecido Verri Junior, que envolve a produgdo, manutengéo e/ou
utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de
pesquisa cientifica (ou ensino), encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11,794, de 8 de
outubro de 2008, do Decreto n® 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo
Conselho Nacional de Controle da Experimentago Animal (CONCEA), foi aprovado pela Comisséo
de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual de Londrina (CEUA/UEL), em reuniéo realizada
am 05/07/2016.

O objetivo do projeto investigar os mecanismos dos mediadores lipldicos pro-resolugédo RvD1,
RvD2, RvD5, Mar1, Mar2, PD1, ATLA4 e LxA4 em modelo de hiperalgesia induzido por diéxido de
tithnio (TiO,). Os animais serdo divididos em gaiolas de polipropileno padrdo medindo 41 X 34 X 16
CM (Insight®) no biotério de acordo com os grupos experimentais (maximo de 12 animais por gaiola),
com livie acesso a agua e ragdo e serdo adaptados aos ambientes e condigbes experimentais com
pelo menos 1 hora de antecedéncia em relagéo aos experimentos. Os procedimentos de cuidado e
manuseio de animais estar&o de acordo com as diretrizes da Associagdo Internacional de Estudo da
Dor (IASP). A utilizagdo de farmacos analgésicos néo é realizada uma vez que estes podem interferir
na resposta analisada, e desta forma prejudicar a interpretagdo dos resultados. A eutanasia sera
realizada por Isofluorano 1,5 a 3% em O, e ser&o posteriormente decapitados. Gl 2.

| Vigénciado Projeto [ 01/01/2017 a 01/12/2022
Espécie/linhagem Camundongo heterogénico / Swiss
N°de animais 672

Peso/ldade 20-25 g/ 2 meses
' Sexo Machos

Origem ) Biotério Central / UEL

Amostras a serem coletadas Articulacéo

Cumpre orientar que caso pretendam-se quaisquer alteragdes no protocolo experimental
aprovado, deve-se submeter o novo protocolo & apreciagédo da CEUA/UEL anteriormente a execugao
das modificagdes.

Coloco-me a disposi¢do para quaisquer esclarecimentos que se fizerem necesséaria. Sem
mais para 0 momento, subscrevo, cordialmente,

'

J: 1)

/

74/

Profa. Dra. Gla{;ra’ Scantamburlo Alves Fernandes
Coordenadora da CEUA/UEL

limo. Sr.

Prof. Dr. Waldiceu Aparecido Verri Junior

Coordenador do Projeto

Departamento de Ciéncias Patolégicas / Centro de Ciéncias Biolégicas

Com copia para Coord. do Biotério Central/UEL; Chefe do Departamento de Giéncias Patolégicas e Diretor(a) do
Centro de Ciéncias Bioldgicas

Campus Universitdrio: Rodovia Celso Garcia Cid (PR 445), kim 380 - Fone (043) 3371-4000 PABX - Fax 33284440 - Caixa Postal 10.011 - CEP 86057-970 - Internet hitp://www.uel.br
LONDRINA . PARANA - BRASIL
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APENDICE B
Instrumento de pesquisa utilizado na coleta de dados

Universidade
Estadual de Londrina

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

OF. CIRC. CEUA N° 180/2016 Londrina, 22 de Setembro de 2016.

Prezado Pesquisador,

Certificamos que o projeto intitulado "Avaliagdo dos mecanismos anti-inflamatérios dos
mediadores lipidicos pré-resolugao resolvina D5 (RvD5), maresina 2 (Mar2), protectina (PD1),
15-epi-lipoxina A4 (ATLA4) em modelos de colite induzida por acido acético”, protocolo CEUA
n° 11148.2016.83, sob a responsabilidade de Waldiceu Aparecido Verri Junior, que envolve a
producdo, manutengéo e/ou utilizagio de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata
(exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino), encontra-se de acordo com os
preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e
com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagéo Animal (CONCEA),
foi aprovado pela Comissao de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual de Londrina
(CEUAJUEL), em reunigo realizada em 09/08/2016.

O objetivo do projeto & avaliar a eficacia terapéutica resolvina D5 (RvD5), maresina 2
(Mar2), protectina (PD1) e 15-epi-lipoxina A4 (ATLA4) em modelo de colite e dor abdominal
induzido por &cido acético em camundongos. Os animais serdo anestesiados com cetamina
(80mg/kg, im.) e xilazina (10mg/kg, i.m.), e a indugdo da colite sera realizada através da
administragdo intra retal de 200uL de solugdo de acido acético 7,5%(v/v) utilizando uma canula de
polietileno. Os animais controle receberdo 200uL de salina. Os animais serao tratados com RvD5 ou
Mar2 ou PD1 ou ATLA4 por via intraperitoneal. No modelo de hiperalgesia, os animais seréo tratados
com RvD5 ou Mar2 ou PD1 ou ATLA4 e a hiperalgesia mecanica sera avaliada 3 e 17h apos a
inducdo da colite. As 4 ou 18 horas apds a indugdo, os animais serdo eutanasiados e amostras do
cdlon dos animais ser3o coletadas para avaliagdo da atividade da mieloperoxidase e da N-
acetilglicosaminidase, edema, lesées micro e macroscopicas, dosagem de citocinas, avaliagéo da
ativagdo do NFkB, quantificagdo da glutationa reduzida (GSH), determinagéo da capacidade
sequestradora do radical ABTS - 2,2-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato, sal de diaménio) e
determinacgédo do FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power). Gl 2.

Vigéncia do Projeto 01/01/2017 a 01/12/2022
Espécie/linhagem Camundongo isogénico / Swiss
N° de animais 512

Peso/ldade 20-25 g/ 2 meses

Sexo Machos

Origem Biotério Central / UEL
Amostras a serem coletadas | Célon

Cumpre orientar que caso pretendam-se quaisquer alteragdes no protocolo experimental
aprovado, deve-se submeter o novo protocolo & apreciagdo da CEUA/UEL anteriormente & execugao
das modificagdes.

Coloco-me a disposi¢éo para quaisquer esclarecimentos que se fizerem necessaria. Sem

mais para o momento, subscrevo, cordialmente,

Profa. Dra. Glaur: tamburlo Alves Fernandes
Coordehadora da CEUA/UEL

limo. Sr. :
Prof. Dr. Waldiceu Aparecido Verri Junior

Coordenador do Projeto

Departamento de Ciéncias Patolégicas / Centro de Ciéncias Bioldgicas

Com copia para Coordenagéo do Biotério Central / UEL; Chefe do Departamento de Ciéncias Patologicas e

Diretor(a) do Centro de Ciéncias Bioldgicas

Campus Universitario: Rodovia Celso Garcia Cid (PR 445), km 380 - Fone (043) 33714000 PABX - Fax 33284440 - Caixa Postal 10.011 - CEP 86057970 - Internet hitp-//www.uel br
LONDRINA - PARANA - BRASIL
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Peripheral mechanizms involved in Tityus bahiensis venom-induced pain =

Camila R. Ferraz*, Marflia F. Manchope *, Ketlem C. Andrade *, Telma Saraiva-Santos *,
Anelise Franciosi*, Tiago H. Zaninelli *, Julia Bagatim-Souza *, Sergio M. Borghi *",
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