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RESUMO

OLIVEIRA, F. S. R. Atividade e mecanismos de mediadores lipidicos pré-resolugao
em modelos de artrite séptica induzida por Staphylococcus aureus e endometriose
em camundongos. 2024. 123 p. Tese (Doutorado em Ciéncias da Saude) — Universidade
Estadual de Londrina, Londrina, 2024.

A artrite séptica € uma doenca caracterizada pela inflamagao articular causada
frequentemente pela bactéria gram-positiva Staphylococcus aureus. Apds a colonizagéo
do liquido sinovial, ha um intenso processo inflamatério que resulta na formacao de
edema, sensibilizacdo neuronal e destrui¢cao do tecido articular. Ja a endometriose é uma
doenga dependente de estrogeno, que cursa com dor abdominal debilitante, e afeta até
10% das mulheres em idade reprodutiva. O processo inflamatério exacerbado, alta
inervacao e angiogénese caracteristicos das lesées endometridticas sao raizes para os
principais sintomas. Para ambas as doengas, existe uma necessidade de alternativas
terapéuticas eficazes com menos efeitos colaterais. Os mediadores lipidicos pro-
resolugdo Maresina 1 (MaR1), Maresina 2 (MaR2) e Resolvina D2 (RvD2) sdo moléculas
endogenas que contribuem para o controle da infecgéo e resolugéo da inflamagéo. Neste
trabalho, avaliamos os efeitos da MaR1 e RvD2 em um modelo murino de artrite séptica,
e da MaR2 em modelo de endometriose em camundongos. Para o modelo de artrite
séptica, animais foram infectados com S. aureus (ATCC 6538) e tradados com MaR1 ou
RvD2. O efeito do tratamento foi avaliado pela hiperalgesia mecanica, edema, desconforto
articular, score clinico, destruigao tecidual, migracao leucocitaria e controle da infecgao.
Em cultura celular, avaliamos a producédo de citocinas e capacidade bactericida de
macrofagos derivados da medula éssea (BMDM) infectados e tratados com MaR1 ou
RvD2. Os resultados demonstram que os tratamentos com MaR1 ou RvD2 foram eficazes
em reduzir a dor articular, edema, desconforto, destrui¢cao tecidual, e melhoraram o score
clinico. Além disso, a migragéo de leucécitos e controle da proliferagao bacteriana foram
amenizados. O tratamento com MaR1 ou RvD2 aumentou a capacidade bactericida de
macrofagos, reduzindo a producgédo de IL-18 e TNF-a. Em conjunto, estes resultados
demonstram que os mediadores pré-resolucdo MaR1 e RvD2 controlam a inflamacgao
resultante da infeccao por S. aureus, sem favorecer a proliferacdo bacteriana. Para avaliar
o efeito do tratamento com MaR2 no modelo de endometriose, avaliamos a hiperalgesia
mecanica, mudancgas na preferéncia térmica (como indicativo de desconforto abdominal)
e comportamentos de dor manifesta. Observamos também alteragbes de tamanho e
caracteristicas microscopicas das lesées endometritticas, tipos celulares que compde a
leséo e a formacgéo de fibrose. Foi feita analise da expressao de mRNA (bulk RNAseq), e
niveis de citocinas pré-inflamatérias foram mensurados. O tratamento com MaR2 reduziu
a hiperalgesia mecanica, dor espontanea, desconforto abdominal, tamanho das lesbes e
a area de fibrose. Células da cavidade peritoneal, microambiente das lesdes,
apresentaram expressao reduzida de mediadores inflamatoérios apds o tratamento com
MaRz2. O perfil de citocinas e quimiocinas na lesdo, assim como a migra¢ao de leucécitos
e a expressao de receptor de estrogeno a (ERa) foram atenuados no grupo tratado com
MaRz2. Diante dos resultados observados, podemos concluir que estes lipidios possuem
potencial terapéutico no tratamento tanto de doencas infecciosas, como a artrite séptica,
quanto em contextos estéreis como a endometriose.

Palavras-chave: MaR1, MaR2, RvD2, artrite infecciosa, hiperalgesia.



ABSTRACT

OLIVEIRA, F. S. R. Activity and mechanisms of pro-resolution lipid mediators in
Staphylococcus aureus-induced septic arthritis and endometriosis models in
mice. 2024. 123 p. Doctorate (PhD in Health Sciences) — Universidade Estadual de
Londrina, Londrina, 2024.

Septic arthritis is characterized by joint inflammation frequently caused by the gram-
positive bacterium Staphylococcus aureus. After colonization of the synovial fluid,
there is an intense inflammatory process that results in edema, neuronal sensitization
and destruction of the joint tissue. Endometriosis is an estrogen-dependent disease
that causes debilitating abdominal pain and affects up to 10% of women of reproductive
age. The exacerbated inflammatory process, innervation and angiogenesis associated
with endometriotic lesions are the cause of the main symptoms. For both diseases,
there is a need for effective therapeutic alternatives with fewer side effects. The pro-
resolving lipid mediators Maresin 1 (MaR1), Maresin 2 (MaR2) and Resolvin D2 (RvD2)
are endogenous molecules that contribute to the control of infection and resolution of
inflammation. In the present study, we evaluated the effects of MaR1 and RvD2 in a
murine model of septic arthritis, and of MaR2 in endometriosis mouse model. For the
septic arthritis model, animals were infected with S. aureus (ATCC 6538) and treated
with MaR1 or RvD2. The effect of the treatment was evaluated by mechanical
hyperalgesia, edema, joint discomfort, clinical score, tissue destruction, leukocyte
migration and infection control. In vitro, we evaluated the production of cytokines and
bactericidal activity of infected bone marrow-derived macrophages (BMDM) treated
with MaR1 or RvD2. Results demonstrate that treatments with MaR1 or RvD2 were
effective reducing articular hyperalgesia and edema, normalizing weight distribution
and improving clinical score. Furthermore, leukocyte migration and bacterial growth
were diminished. Treatment with MaR1 or RvD2 also increased BMDM bactericidal
activity, while reducing the production of IL-18 and TNFa. Taken together, these results
demonstrate that the pro-resolving mediators MaR1 and RvD2 control S. aureus-
induced inflammation and limited bacterial proliferation. To evaluate the effect of MaR2
treatment in the endometriosis model, we assessed mechanical hyperalgesia, changes
in thermal preference (as indicative of abdominal discomfort), and overt pain
behaviors. We also observed changes in size and microscopic characteristics of
endometriotic lesions, cell types that make up the lesion and the formation of fibrosis.
Analysis of mMRNA expression (bulk RNAseq) was performed, and levels of pro-
inflammatory cytokines were measured. Treatment with MaR2 reduced mechanical
hyperalgesia, spontaneous pain, abdominal discomfort, lesion size and fibrosis area.
Cells from the peritoneal cavity, the microenvironment of the lesions, showed reduced
expression of inflammatory mediators after treatment with MaR2. The lesion’s cytokine
and chemokine expression profile, as well as leukocyte migration and estrogen
receptor a (ERa) expression were attenuated after treatment with MaR2. Therefore,
these results suggest a therapeutic potential of the tested lipid mediators in the
treatment of infectious diseases, such as septic arthritis, and also in sterile contexts
such as endometriosis.

Key-words: MaR1; MaR2; RvD2; infectious arthritis; hyperalgesia.
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1 INTRODUGAO

1.1 INFLAMACAO

A inflamacdo é uma resposta de defesa por parte do hospedeiro frente a
uma injuria tecidual, resposta imunolégicas e/ou infecgbes (Medzhitov, 2008). A resposta
inflamatéria € um conjunto de alteragdes vasculares e celulares que caracterizam os 5 sinais
cardinais classicos inflamatérios: dor, calor, rubor, edema e, quando existe exacerbacao dos
4 primeiros sinais, pode ocorrer a perda da fungao do tecido e/ou 6rgao acometido (Rocha e
Silva, 1978).

Uma série de eventos dinamicamente coordenados ocorrem no processo
inflamatério, que possui uma fase inicial (aguda) e uma fase tardia (crénica). Inicialmente,
ocorre a fase vascular, com aumento do calibre vascular e, consequentemente, do fluxo
sanguineo local. A maior parte das modificacdes vasculares iniciais sdo causadas por
mediadores inflamatérios liberados por células residentes no local da inflamacao, tais como
histamina, fatores de ativagdo plaquetaria (PAFs, do inglés Platelet-Activating Factors),
bradicinina, trombina, citocinas, quimiocinas e prostaglandinas (Medzhitov, 2008). Em
seguida, existe 0 aumento na permeabilidade vascular e extravasamento de exsudato que
contribui para formagcao do edema local. Em consequéncia, ocorre a lentificacdo do fluxo
sanguineo (estase). A evolugao do processo de estase altera as condigdes hemodinémicas e
favorece a migragéao leucocitaria: os mediadores inflamatérios liberados por células residentes
no foco inflamatério ativam as células endoteliais para aumentar a expressdo de moléculas
de adesdo, como selectinas e integrinas. Essas alteragdes ocorrem principalmente nas
vénulas endoteliais pds-capilares e sdo detectadas por neutrofilos circulantes, dando inicio a
marginalizagao leucocitaria (Kienle; Lammermann, 2016).

Posteriormente, na chamada de fase celular da resposta inflamatdria,
leucdcitos, como neutréfilos e mondcitos, transmigram pelo endotélio vascular e migram até
o foco inflamatdrio (Abbas; Kumar; Fausto, 2005; Bottaro et al., 1986; McDonald et al., 2010;
Mittal et al., 2014; Spector; Willoughby, 1964; Theoharides et al., 2015). Especificamente, o
recrutamento de neutréfilos depende da caracteristica inicial do estimulo nocivo e segue uma
cascata temporal, espacial e hierarquica de mediadores (McDonald et al., 2010). Enquanto
em um contexto de inflamagao estéril esse recrutamento se da através da liberagdo de
Padrées Moleculares Associados a Danos (DAMPs, do inglés Damage-Associated Molecular
Patterns), na presengca de um patégeno, ha também a liberagcdo de Padrées Moleculares
Associados a Patégenos (PAMPs, do inglés Pathogen-Associated Molecular Patterns). Além

disso, diversos trabalhos ja demonstraram que existe uma hierarquia de quimioatraentes de
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neutrdéfilos: os chamados de “end-target’, como o peptideo formilado (fMLP) e proteina do
sistema complemento C5a, se sobrepbem na atracao de neutréfilos quando comparados a
quimioatraentes intermediarios, como a interleucina (IL)-8 ou leucotrieno (LT) B4 (Campbell;
Foxman; Butcher, 1997; Foxman; Campbell; Butcher, 1997; Li et al., 2001; McDonald et al.,
2010).

Na fase inicial de um processo infeccioso, a presenca de neutréfilos no local
€ essencial para controlar a carga bacteriana e evitar a propagacao sistémica do micro-
organismo (Ermert; Zychlinsky; Urban, 2009). Ja foi previamente demonstrado que a deplecao
de neutréfilos em animais infectados com Staphylococcus aureus reduziu de maneira
significativa a eliminacao da bactéria e a sobrevivéncia dos animais (Robertson et al., 2008).
Em um contexto de inflamacgao estéril, produtos de células necréticas, particulas de silica,
cristais de urato monossodico ou de colesterol sdo exemplos de DAMPs que estimulam a
migragéo neutrofilica (Chen; Nufiez, 2010; Zaninelli et al., 2022). No foco inflamatério, ocorre
a ativagao do fator de transcri¢ao nuclear kappa B (NF-kB), que contribui na amplificagdo da
resposta inflamatéria com a producao de mais citocinas pro-inflamatérias, espécies reativas
de oxigénio (EROs) e nitrogénio (ERNs) (Fattori; Amaral; Verri, 2016), além da liberagdo de
mieloperoxidase (MPQO) e armadilhas extracelulares (NETs), conjuntamente servindo de
arsenal contra patdgenos, particulas ou células necréticas (Mortaz et al., 2018). No entanto,
neutrdéfilos também sdo conhecidos por possuir um papel dicotémico na inflamacgao. De
maneira crénica e/ou exacerbada, os produtos de neutrdfilos resultam em dano tecidual,
estresse oxidativo, perpetuagdo da inflamacgéo e dor (Sachs et al,, 2011). Além disso, A
superexpressao de genes relacionados a sobrevivéncia dessas células (como o foxO3a) vem
sendo correlacionados ao estabelecimento de doengas crénicas como a artrite (Turrel-Davin
et al., 2010).

Além dos neutrdéfilos, macréfagos também contribuem para a resposta
inflamatéria. Quando ativados por citocinas como o interferon (IFN)-y ou infecgbes
bacterianas, macréfagos residentes ou mondécitos recrutados sdo polarizados para o fenétipo
conhecido como classicamente ativados, relacionado a respostas pro-inflamatdrias,
produzindo citocinas como IL-6, IL-1B e fator de necrose tumoral a (TNF-a) (Pérez; Rius-
Pérez, 2022; Yunna et al., 2020). Além disso, macrofagos classicamente ativados tém alta
capacidade de fagocitose e produzem grandes quantidades de EROs e ERNs — produtos da
oxidagao do 6xido nitrico (NO), como nitritos (NO2") e nitratos (NO3’), auxiliam na eliminacao
de patdégenos e parasitas (Wink et al., 2011). Dependendo da concentracao, o NO favorece a
acgao citotdxica de macrofagos ativados ou a transigao para o fendétipo anti-inflamatério: baixas
concentracdes (<1-30 nM) de NO elevam os niveis de guanosina monofosfato ciclico (cGMP),
resultando em um efeito anti-inflamatorio e proliferativo (Flores-Costa et al., 2020), enquanto

concentragdes entre 30-400nM resultam em bloqueio da cadeia respiratoria em patdégenos e

2
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favorecem a formacdo de ERNs (Brown; Cooper, 1994; Thomas et al., 2008). Acima de
400nM, ocorre a fosforilagdo da p53, induzindo a apoptose celular (Briine, 2003). Desta
maneira, um fino balango entre as espécies reativas se faz necessario para promover a
remocgao do agente infeccioso por macréfagos classicamente ativados e ao mesmo tempo
nao favorecer dano tecidual.

O sistema imune inato é capaz de reconhecer os PAMPs expressos por uma
variedade enorme de tipos de patdgenos, tais como bactérias, virus e fungos, por meio de
Receptores de Reconhecimento de Padrbes (PRRs, do inglés Pattern-Recognition
Receptors), expressos por diversos tipos celulares, incluindo macréfagos, mondcitos, células
dendriticas e neutrdfilos, possibilitando assim uma resolugéo mais rapida do problema (Kawai;
Akira, 2011; Takeuchi; Akira, 2010). Exemplos de PAMPs comumente reconhecidos pelo
sistema imune sao o lipopolissacarideo (LPS), acido lipoteicdico, zimosan e glicoproteinas de
superficie (Mogensen, 2009). Dentre os PRRs, podemos citar os Receptores tipo Toll (TLRs,
do inglés Toll like receptors), dos quais a ativagdo promove a ativagdo do NF-kB. Como
consequéncia, ha um aumento na producdo de citocinas pro-inflamatérias (Lin; Kakkar; Lu,
2016; Medzhitov, 2008).

As citocinas sao proteinas pleiotropicas capazes de regular a morte celular
de tecidos inflamados, modificar a permeabilidade vascular, recrutar células para o foco
inflamatério e induzir a produgéo de proteinas de fase aguda (Takeuchi; Akira, 2010). Estudos
em modelo de artrite reumatoide em camundongos salientam a efetividade de terapias anti-
TNFa, cujo mecanismo envolve o bloqueio de uma cascata de citocinas passiveis de causar
dano tecidual ao hospedeiro (Brennan; Mclnnes, 2008; Feldmann; Brennan; Maini, 1996;
RANKIN et al., 1995). Além do TNFa, a IL-1( € outra citocina conhecida por contribuir para a
fisiopatologia de artrites, sendo a citocina prototipica na artrite gotosa (Dinarello, 2010). A IL-
1B estimula a producdo do fator de crescimento NGF (nerve growth factor), neurotrofina
relacionada com a manutengao do processo inflamatério e dor articular (Manni; Aloe, 1998).
Além disso, o TNFa e a IL-1B estimulam a produgéo de enzimas proteoliticas que degradam
tecidos, como por exemplo cartilagem e ossos (Molnar et al., 2021). Além disso, como
demonstrado por Cunha et al. (2005), as citocinas também medeiam a dor inflamatéria no
modelo da carragenina em camundongos (Cunha et al., 2005). Como consequéncia da
ativagcao do NF-kB, mediadores pré-inflamatérios sdao produzidos, como quimiocinas, citocinas
(IL-1, TNFa, IL-1B) e mediadores lipidicos inflamatérios como leucotrieno B4 (LTB4) e
prostaglandina E2 (PGE:) (Gegout et al., 1994; Guerrero et al., 2008, 2012). A acao direta e
indireta destes e de outros mediadores inflamatérios nos neurbnios nociceptivos facilitam a

despolarizacdo e desencadeiam, consequentemente, a dor inflamataria.
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1.2 DOR

O conceito de dor foi definido pela Associacao Internacional para o Estudo
da Dor (IASP) como “experiéncia sensitiva e emocional desagradavel associada, ou
semelhante aquela associada, a uma lesao tecidual real ou potencial” (Raja et al., 2020). A
dor pode ser dividida em trés classes: dor nociceptiva, que representa a sensacgao associada
a deteccao de estimulos nocivos potencialmente prejudiciais aos tecidos, e é protetora; a dor
inflamatéria, que esta associada ao dano tecidual e a infiltracdo de células imunoldgicas,
causando hipersensibilidade até a resolugao do estimulo inflamatério; a dor patolégica, que é
um estado de doenga causado por danos ao sistema nervoso (dor neuropatica) ou por fungéo

anormal (disfungao do processamento neurolégico) (Woolf, 2010).

Durante a dor inflamatéria, a sensibilizagcao neuronal pode ser induzida
por diversos mediadores como citocinas, prostaglandinas e aminas vasoativas (Binshtok et
al., 2008; Jin; Gereau IV, 2006; Verri et al., 2006). Ao se ligarem em seus receptores, esses
mediadores ativam proteinas kinases (PKA e PKC, por exemplo) que fosforilam canais de
ibnicos expressos pelos nociceptores (como o Receptor de potencial transitério vaniloide 1
[TRPV1], Receptor de potencial transitério anquirina 1 [TRPA1] e o canal de s6dio dependente
de voltagem subunidade 10 [Nav1.8], por exemplo) (Verri et al., 2006). A fosforilagao destes
canais resulta no influxo de ions (Ca?* e Na*) no neurdnio, diminuindo o limiar de ativagao
(Benarroch, 2015). Ademais, ja foi demonstrado que as citocinas IL-33, IL-6 e TNF-a induzem
a ativagao de neurdnios (Jin; Gereau |V, 2006; Liu et al., 2016; Verri et al., 2006). Em modelos
pré-clinicos, o papel da IL-6 na dor inflamatéria € bem estabelecido (Cunha et al., 1992;
Sainoh et al., 2015; Vazquez et al., 2012; Zhou et al., 2016). Um trabalho publicado por
Vazquez e colaboradores (2012) sugere o papel dessa citocina nao somente na sensibilizagao
local, mas também na central, amplificando a hiperalgesia em um modelo de artrite em ratos
(Vazquez et al., 2012). A ativagao neuronal por citocinas pode acontecer de maneira direta,
ativando receptores para citocinas presentes no terminal do nociceptor, ou por agéo indireta,
regulando a atividade de células n&o-neuronais que, por sua vez, liberam mediadores que
agem no neurdnio (Cook et al., 2018).

Além da acdo de mediadores inflamatérios na sensibilizagdo neuronal,
microorganismos patogénicos podem participar diretamente da modulagao de nociceptores.
Bactérias como a Staphylococcus aureus induzem potenciais de agao em neurbnios do
ganglio da raiz dorsal (DRGs), em parte por meio de peptideos N-formilados e de toxinas
formadoras de poros, como a a-hemolisina (Chiu et al., 2013). Essa ativacao neuronal foi
independente da presenga de leucdcitos, e parece estar mais relacionada a carga bacteriana
do que ativagcao imune (Chiu et al., 2013). Outra bactéria gram-positiva, Streptococcus

pyogenes, secreta estreptolisina S que ativa diretamente neurbnios como mecanismo de
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sobrevivéncia (Pinho-Ribeiro et al., 2018). Outro exemplo é o LPS, presente em bactérias
gram-negativas, que pode ativar nociceptores por meio do TLR4 expresso pelo neurénio
(Wadachi; Hargreaves, 2006) ou pela sinalizacao direta por canais como o TRPA1 (Meseguer
et al., 2014).

Além destes ja citados, EROs e ERNs, que também sao produzidas no
local da inflamacao, contribuem para a manifestacdo da dor (Keeble et al., 2009; Ndengele et
al., 2008). Macréfagos sdo um importante tipo celular capaz de gerar EROs através da
ativacao da enzima NOX2. Uma das espécies reativas produzidas pela enzima, o superéxido,
autorregula positivamente sua formacéo, aumentando a expressado do subunidades Rac1 e
gp91P* da holoenzima (Salvemini et al., 2011), além de regular a produgéo de citocinas proé-
inflamatérias como o TNF-a (Yamacita-Borin et al., 2015) e ativagdo do NF-kB (Pinho-Ribeiro
et al., 2016). De modo geral, elevagédo na concentragéo de superoxido esta ligada a ativagao
e/ou indugdo das enzimas ciclooxigenase-1 e 2 (COX1 e COX2), com subsequente
desenvolvimento de sensibilizagdo neuronal periférica e central, intimamente associada com
um processo inflamatério (Ndengele et al., 2008). E importante salientar que a sensibilizagéo
central contribui de maneira relevante para a cronificagcédo da dor (Ashmawi; Freire, 2016).
Sabendo disso, é crescente o niumero de estudos demonstrando que a inibigdo, através de
farmacos, da producao de espécies reativas pode prevenir e até reverter doengas comumente
associadas a dor inflamatdria, dor neuropatica e hiperalgesia induzida por opioides (Salvemini
etal., 2011).

Doencas que apresentam dor crénica como um dos sintomas sdo uma
grande causa de invalidez e, portanto, um problema de saude publica (Gatchel et al., 2007;
Lee et al., 2015; Neogi, 2013; Peters; Vlaeyen; Weber, 2005). Em pacientes com dores
crbnicas, a execucdo de tarefas do cotidiano se torna um desafio, predispondo ao estresse
emocional, ansiedade, sofrimento e depressdo (Gatchel, 2004; Gatchel et al., 2007). Em
individuos acometidos por doengas articulares, como alguns tipos de artrite, a dor é o principal
sintoma que leva a procura de tratamento médico (Mills et al., 2019; Neogi, 2013). Além do
alivio sintomatico, varios aspectos tém sido considerados no tratamento desses pacientes,
como comorbidades, aspectos psicosociais e variagdes clinicas e bioquimicas individuais
(Deveza et al., 2017; Mills et al., 2019). Outra doenga de carater crénico com grande impacto
na qualidade vida das pessoas acometidas € a endometriose. Um estudo prospectivo
multicéntrico realizado com mulheres de 10 paises constatou que o 6nus financeiro da
endometriose no sistema de saude é economicamente similar aos gastos com outras doengas
crbnicas como artrite reumatoide e diabetes (Simoens et al, 2012). Os tratamentos
disponiveis apresentam diversos efeitos colaterais, portanto ainda se fazem necessarias
pesquisas que visem elucidar os mecanismos e busquem tratamentos mais eficazes para

melhorar a qualidade de vida desses pacientes.
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1.3 ARTRITE

A artrite pode ser definida genericamente como uma desordem musculo-
esquelética que afeta as articulagdes, acomete todos os sexos, idades e etnias e pode
apresentar causas diversas. Dentre os diversos tipos de artrite que existem, podemos citar a
artrite reumatoide, osteoartrite, artrite psoriatica, gota, espondilite anquilosante e artrite
séptica. A importancia do estudo e tratamento da artrite se da pelo fato de que esta € uma
doencga de alta prevaléncia e comumente associada a dores continuas que diminuem a
qualidade de vida e podem levar a invalidez do paciente (Beukelman et al., 2017; Sprangers
et al., 2000), além de apresentar correlacdo com maiores indices de ansiedade e depressao
quando comparado a populagdo em geral (Hawker et al., 2011; Murphy et al., 1999; Pincus et
al., 1996).

Os mecanismos envolvidos na artrite estdo intimamente relacionados com o
dano articular resultante (Yoshida et al., 2012). Uma membrana sinovial saudavel é
relativamente acelular, consistindo em macréfagos dispersos dentro de um estroma (Siouti;
Andreakos, 2019). Um dos fatores principais que levam a destruicdo tecidual local é a
infiltracdo de células inflamatérias. A infiltracdo dessas células esta associada a severidade
do quadro clinico, e sdo comumente predominantes no exsudato de artropatias como a artrite
reumatodide (Bezerra et al., 2007; Harris, 1991). Estudos apontam o envolvimento de citocinas
como a IL-1B, TNFa, interferon-gamma (IFN-y), fator de crescimento transformador alfa
(TGFa), IL-33 e 6xido nitrico na mobilizagédo dessas células (Cannon et al., 1996; Farrell et
al., 1992; Ferraccioli et al., 2010). Uma vez recrutados e ativados, macréfagos sao importantes
produtores de citocinas e quimiocinas (TNFa, IL-13, IL-6 e CCL2, por exemplo) (Feldmann;
Brennan; Maini, 1996; Koch et al., 1992), sao células apresentadoras de antigeno (Burger;
Dayer, 2002), além de secretar enzimas proteoliticas (Bartok; Firestein, 2010; Takayanagi et
al., 2000) e contribuir para a cronicidade da doenca (Siouti; Andreakos, 2019). Neutréfilos séo
outro tipo celular comumente associado com o dano articular durante diversos tipos de artrite,
seja pela produgédo exacerbada de citocinas e quimiocinas, NETs, enzimas proteoliticas e
espécies reativas (Boff et al., 2018b; Logters et al., 2009; Podolin et al., 2002). As enzimas
proteoliticas produzidas pelos neutrdfilos contribuem significativamente para a degradacgao
cartilaginosa na artrite (Schiller et al., 2000).

Atualmente, o tratamento de artrites assépticas reside basicamente no uso
de corticosteroides e agentes imunobioldgicos que reduzem a dor. Enquanto o uso crénico do
primeiro pode causar alteragdes hormonais, como a sindrome de Cushing iatrogénica (Lacroix
et al., 2015), imunobiolégicos podem levar a insuficiéncia cardiaca (Slgrdal; Spigset, 2006).
Além disso, tanto corticosteroides quanto agentes imunobiolégicos podem causar

imunossupressao (Bullock et al., 2019). No caso de artrites infecciosas, apesar de menos
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prevalentes, possuem maior taxa de mortalidade e o tratamento implica no uso de antibidticos,
além dos medicamentos comumente utilizados para alivio da dor articular (Boff et al., 2018b;
Sharff; Richards; Townes, 2013). Além disso, a presenca de doencas articulares prévias é
fator predisponente para o desenvolvimento de artrite infecciosa (Favero et al., 2008; Shah et
al., 2007). Por isso, tém-se dado atencao a elucidagdo de mecanismos fisiopatologicos e a

busca de alternativas terapéuticas para artrites infecciosas.

1.3.1 Artrite séptica

A artrite séptica pode ser definida como uma inflamacgao das articulagbes
secundaria a uma etiologia infecciosa, podendo ser bacteriana, fungica, micobacteriana ou
viral. Geralmente é monoarticular, afetando principalmente articulagdes maiores como joelho
ou quadril, mas também pode afetar multiplas articulacbes e/ou articulagbes menores
(Momodu; Savaliya, 2023). A incidéncia da artrite séptica é de 2 a 6 casos para cada 100.000
pessoas, mas varia de acordo com a presenca de fatores de risco (Hassan et al., 2017). O
tratamento da artrite séptica consiste em uso de terapia antimicrobiana e drenagem dos fluidos
articulares (Ravn et al., 2023). Apesar de nao ser uma condigdo muito comum, o tratamento
tardio ou inadequado pode resultar na destruicio irreversivel das articulagdes, e a taxa de
letalidade é estimada em aproximadamente 11% (Coakley et al., 2006).

A sindvia articular € altamente vascularizada, mas n&o possui uma
membrana basal limitante. Logo, é propensa a infec¢ao por disseminagdo hematogénica a
partir de uma infecgao sistémica. Além disso, a artrite bacteriana pode surgir secundaria a um
trauma ou eventos iatrogénicos (como, por exemplo, durante pungéao do liquido sinovial, seja
para fins diagndsticos ou de tratamento). Cirurgias articulares tém sido uma frequente fonte
de artrite bacteriana, particularmente em associagdo com artroplastias de joelho e quadril.
Além destas causas, a artrite séptica pode ocorrer também por extensdo a partir de uma
infeccao adjacente (abscesso de partes moles ou osso infectado) (Garcia-Arias; Balsa; Mola,
2011).

Os organismos mais prevalentes causadores da artrite séptica variam com
a idade do paciente. Em todas as idades e grupos de risco, com exce¢ao das criangas
menores de 2 anos, 0 organismo mais frequente é a bactéria gram-positiva Staphylococcus
aureus, isolada em 37-56% dos casos (Ross; Davidson, 2005). Embora os isolados de S.
aureus tenham potencial patogénico, eles sao frequentemente encontrados colonizando de
forma assintomatica as narinas, a pele ou as membranas mucosas dos hospedeiros (humanos
e outros animais). As infecgbes patogénicas sao geralmente iniciadas por rupturas nas

barreiras da pele ou mucosas, permitindo que as bactérias acessem os tecidos adjacentes ou
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a corrente sanguinea (Lowy, 1998).

Apods a colonizagcao do liquido sinovial e rapida proliferagcao do micro-
organismo invasor, ocorre o inicio de uma resposta inflamatoéria (Figura 1). Ha a producao de
citocinas inflamatdrias, como IL-18 e IL-6, que promovem maior expressao de receptores
envolvidos no sistema complemento (Markiewski; Lambris, 2007). Em paralelo, ocorre a
migracao de leucdcitos para o espaco sinovial. A fagocitose das bactérias por macrofagos,
sinovidcitos e células polimorfonucleares é estimulada pela producao de citocinas como o
TNF-a e [IL-8 (Shirtliff;, Mader, 2002). Os neutrofilos, também denominados
polimorfonucleares, sdo a principal defesa imunoldgica inata contra doencgas infecciosas
causadas por S. aureus. Individuos com defeitos genéticos na fungéo dos neutrdfilos, como a
doenga granulomatosa crénica, sdo mais suscetiveis a infeccao por este microorganismo
(Dinauer, 2014). Os neutrdéfilos podem fazer reconhecimento da bactéria e serem ativados
através de varios receptores de reconhecimento de padrdes, incluindo receptores Toll-like
(TLRs) e receptores de lectina tipo C (Thomas; Schroder, 2013). Neutréfilos, quando ativados,
sdo muito eficientes em fagocitar bactérias e utilizam tanto granulos citoplasmaticos quanto a
formacao de EROs por meio de uma explosao oxidativa intracelular para matar bactérias que
foram fagocitadas (Foster, 2005). Mondcitos e macréfagos também sio importantes tipos
celulares no curso da artrite séptica: apos reconhecimento do patégeno, produzem EROs para
fins microbicidas, sdo bons apresentadores de antigeno e produzem citocinas, quimiocinas e
fatores de crescimento (como o TNFa, IL-1, IL-6, MCP-1) que favorecem o processo
inflamatadrio. Estas moléculas tém o potencial de proteger contra infecgdes microbianas, mas
se a produgéo for exacerbada ou demasiadamente prolongada, também podem causar danos
aos tecidos, como é observado na fase crbnica da artrite séptica. Ja foi previamente
demonstrado que a deplegdo de macréfagos protege completamente as articulagbes dos
danos ¢sseos causados pela Lpl1, uma subclasse de lipoproteina presente em cepas
patogénicas da S. aureus (e usada para indugdo de modelo pré-clinico de artrite infecciosa)
(Mohammad et al., 2019).

Na maioria das circunstancias, o hospedeiro é capaz de montar uma
resposta inflamatdria protetora que elimina o patdégeno e evolui para cicatrizagao. No entanto,
quando a infeccdo nao é rapidamente eliminada pelo hospedeiro, a ativagao da resposta
imune associada aos elevados niveis de citocinas e espécies reativas de oxigénio leva a
destruicao do tecido articular: ocorre a liberagdo de metaloproteinases, enzimas lisossémicas
e toxinas bacterianas (Dayan et al., 2016). Na articulagao, proteoglicanos e colageno sao
degradados, e a liberagdo de enzimas proteoliticas pode levar a destruicdo permanente da
cartilagem intra-articular e a perda éssea subcondral em apenas 3 dias. As metaloproteinases
e a resposta inflamatdria podem persistir e continuar a danificar a arquitetura articular mesmo

apos a infecgao ter sido eliminada (Sultana et al., 2016). Por isso, a cronicidade da doenga
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Figura 1. Vias de contaminagdo e componentes da resposta fisiopatologica da artrite séptica (criado com
Biorender.com).

1.4 ENDOMETRIOSE

A endometriose € uma doenca relativamente comum e uma condigao potencialmente
debilitante que afeta de 6 a 10% das mulheres em idade reprodutiva (Farquhar, 2000).
Classicamente, é caracterizada por glandulas endometriais fora da cavidade uterina
(ectodpicas), e frequentemente acompanhada por fibrose (Hickey; Ballard; Farquhar, 2014). A
presenca ectépica de células endometriais induz o recrutamento de células imunoldgicas e
resulta em um microambiente inflamatoério rico em macroéfagos, neutrofilos e citocinas proé-
inflamatdrias, como a IL-6, IL-13 TNF-a. Isso favorece a formagéo de novos vasos sanguineos
essenciais para o estabelecimento da doenga (Izumi et al., 2018). Nas lesdes endometrioticas,
fibras nervosas se colocalizam com concentragdes de macréfagos (Tran et al., 2009). Em
conjunto, o processo inflamatério exacerbado, a alta inervagdo e vascularizagéo
(angiogénese) da lesdo podem causar colicas uterinas, dispareunia, problemas na fertilidade,
favorecimento da sensibilizagéo periférica e desenvolvimento de dores crénicas (Farquhar,
2000; Hickey; Ballard; Farquhar, 2014; Morotti et al., 2014; Neziri et al., 2014).
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A diminuicdo da qualidade de vida das pacientes com endometriose influencia
diretamente nos custos de cuidado com a saude, os quais crescem com o aumento da
gravidade da doenca. Em um estudo prospectivo multicéntrico realizado com mulheres de 10
paises, constatou-se que o 6nus financeiro da endometriose no sistema de saude é
substancial, com os gastos anuais diretos (exames, tratamentos, cirurgias) e indiretos (perda
de produtividade) da endometriose estimados em US$ 12.419 por mulher afetada. Esse
montante € economicamente similar aos gastos com outras doencgas cronicas como artrite
reumatoide e diabetes (Simoens et al., 2012). Além disso, estima-se que as mulheres afetadas
perdem, em média, 10,8 horas de trabalho semanalmente, principalmente devido a eficacia
reduzida durante o trabalho. A perda de produtividade do trabalho se traduz em custos
significativos (Nnoaham et al., 2011). Além de afetar fisicamente, a presenca de dor pélvica
crbnica e possibilidade de infertilidade decorrente da condi¢gdo geram impactos psicolégicos
nas pacientes. Estudos conduzidos no Brasil sobre o impacto psicolégico da endometriose na
vida das mulheres mostraram que o indice de depressao pode ser de 86,5% a 92,4%
(Lorencatto et al., 2002; Sepulcri; Amaral, 2009), e a ansiedade em até 87,5% das pacientes
avaliadas (Sepulcri; Amaral, 2009), além de afetar a qualidade de sono das mulheres
acometidas (Nunes; Ferreira; Bahamondes, 2015).

O tratamento da endometriose depende da gravidade dos sintomas, pretensao de
engravidar, idade da paciente, histérico médico e perfil de efeitos colaterais de tratamentos
cirurgicos e médicos. Os tratamentos disponiveis mais comuns incluem terapia hormonal, em
combinagédo ou ndo, além de analgésicos e anti-inflamatérios nao-esteroidais (AINEs) para
alivio da dor. No entanto, muitas mulheres obtém apenas beneficios limitados ou intermitentes
do tratamento. A remogé&o cirurgica da lesdo também pode ser indicada; contudo, dados
prospectivos indicam que a recorréncia apos a cirurgia varia de 10 a 50% em um ano e
aumenta com o tempo (Hickey; Ballard; Farquhar, 2014; Johnson; Hummelshoj, 2013).

O horménio estradiol € de suma importdncia na manutencdo da endometriose.
Terapias hormonais atualmente usadas para tratar a dor atuam principalmente suprimindo a
ovulagao e, portanto, impactam diretamente a vida de mulheres que planejam engravidar (Tafi
et al., 2015). Ademais, contraceptivos orais combinados e progestinas sdo comumente
administrados como terapias de primeira linha; no entanto, entre um quarto e um tergco das
pacientes ndo respondem a esses tratamentos (Ferrero; Evangelisti; Barra, 2018). Agonistas
hormonais liberadores de gonadotrofina sao prescritos quando as terapias de primeira linha
sdo ineficazes, ndo sao toleradas ou contraindicadas, mas tem alto custo, necessitam ser
administrados por via subcutdnea e possuem efeitos adversos relacionados ao
hipoestrogenismo (Sadler Gallagher et al., 2017). Por fim, apesar de eficazes para uma
parcela da populagéo, a intervengéao cirurgica para o tratamento da infertilidade, dor crénica

ou cistos ovarianos possui varias limitacbes e contraindicacdes, além da possibilidade de

10



341
342
343

344

345
346
347
348
349
350
351
352
353
354
355
356
357
358
359
360
361
362
363
364
365
366
367
368
369
370
371
372
373
374
375

remissdo (Johnson; Hummelshoj, 2013). Portanto, considerando que terapias hormonais,
quando eficazes, sdo atreladas a diversos efeitos colaterais, alternativas nao-hormonais

capazes de agir no processo inflamatorio e produzindo analgesia se mostram interessantes.

1.5 MEDIADORES LIPIDICOS PRO-RESOLUGCAO (SPMS)

Como mencionado anteriormente, os mediadores inflamatdérios séo
essenciais para combater o patégeno, mas podem ser prejudiciais ao hospedeiro,
especialmente quando a inflamacao se torna crénica. A fase resolutiva da inflamacao
acontece para prevenir danos colaterais e € um processo ativo. Os chamados mediadores
lipidicos pro-resolucao (specialized pro-resolving lipid mediators, ou SPMs) sdo moléculas
endogenas e pegas-chave nesse processo, e sao produzidos através do metabolismo de
acidos graxos poliinsaturados (PUFAs) dmega-3 e mega-6: acido araquidénico (AA), acido
eicosapentaendico (EPA), acido docosapentaendico (DPA) e acido docosahexaendico (DHA).
Os SPMs sao atualmente classificados em lipoxinas (LX), resolvinas (Rv), maresinas (MaR)
e protectinas (PD) (Julliard et al., 2022).

Os SPMs atuam como “imuno resolventes”, promovendo a mudancga do
perfil inflamatdério para o resolutivo, e atuam dentro da faixa de dose de picograma a
nanograma (Basil; Levy, 2016). Esses compostos agem de maneira especifica de acordo com
o tecido e o contexto de doenca em que estdo sendo produzidos, dado que os mecanismos
fisiopatoldgicos de doengas como artrite, asma e colite diferem significativamente, exigindo
diferentes processos resolutivos (Schett; Neurath, 2018). Durante a infecgéo por S. aureus,
por exemplo, a toxina bacteriana a-hemolisina induz a produgcdo de SPMs e seus precursores
(Jordan et al., 2020). Em geral, os SPMs controlam o influxo de granulécitos para o local da
inflamacao, estimulam o killing de micro-organismos e a fagocitose de restos celulares e
patdégenos, amenizam a dor, ativam células residentes nos tecidos que promovem o reparo
(Fattori et al., 2021; Schett; Neurath, 2018; Serhan; Savill, 2005) e reduzem a necessidade de
antibioticos no controle de infecgdes (Chiang et al., 2012). Isto é acompanhado pela liberacao
de moléculas anti-inflamatérias, diminuicdo da producao de pré-inflamatérias, mudanga do
fendtipo dos macréfagos e restauragéo da arquitetura do tecido (Tavares et al., 2022). Estes
efeitos se devem também por determinados SPMs servirem de antagonistas para receptores
conhecidos por induzir de atividades pré-inflamatérias, como é o caso do receptor do
leucotrieno B4, BLT1, que medeia quimiotaxia, liberagao de calcio intracelular e ativacao do
NF-kB (Ld&mmermann et al., 2013; Yokomizo et al., 1997). A ligacao das resolvinas D1 (RvD1)
e D2 (RvD2) a este receptor € capaz de inibir essas atividades (Arita et al., 2007).

Dado que a inflamacao crbnica esta implicada em diversas doengas, existe

um interesse crescente na descoberta de novos mediadores pré-resolugao e na elucidagao
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de como eles atuam para promover a resolucdo. No inicio do processo resolutivo, sabe se
que ha uma mudancga de classe de mediadores pro-inflamatérios, como leucotrienos (LT) e
prostaglandinas (PG), para SPMs (Levy et al., 2001; Serhan; Petasis, 2011). Para promover
suas agdes imuno resolventes, os SPMs se ligam a receptores especificos acoplados a
proteina G (GPCRs) expressos por diversas células, como neutréfilos, eosindfilos,
macrofagos, células dendriticas, mondcitos, linfocitos, células NK e células linfoides inatas.
Alguns exemplos de receptores ja descritos por fazerem ligagdo com determinados SPMs
incluem ALX/FPR2, ERV1/ChemR23, GPR101, DRV2/GPR18, GPR37 e LRG6 (Rasquel-
Oliveira et al., 2023).

Doencas infecciosas sido responsaveis por 25% das mortes em todo o
mundo e representam uma das principais causas de comprometimento de érgaos/tecidos
devido a danos teciduais resultantes de inflamagao ndo controlada e agao direta de patégenos
(Naghavi et al., 2015; Zumla et al., 2016). Além disso, a diminuicdo da qualidade de vida das
pacientes com endometriose influencia diretamente nos custos de cuidado com a saude, cujo
montante é economicamente similar aos gastos com outras doengas cronicas como artrite
reumatoide e diabetes (Simoens et al., 2012). Nesse sentido, esforcos vém sendo feitos de
maneira constante a fim de encontrar terapias que modulem o processo inflamatério, evitem
resisténcia a antibidticos, estimulem respostas imunes inatas e adaptativas e apresentem
baixa ou nenhuma toxicidade, reduzindo a mortalidade. Por possuirem essas propriedades,
SPMs sao candidatos promissores a tratamentos para as mais diversas doencas, incluindo a

artrite séptica e a endometriose.

1.5.1 Maresina 1 (MaR1)

A classe de SPMs chamada de Maresinas sdo derivadas do DHA e
compreendem a Maresina 1 (MaR1) e Maresina 2 (MaR2). As maresinas sao sintetizadas a
partir da lipoxigenagao pela enzima 12-Lipoxigenase (12-LOX) que ocorre no carbono 14 do
DHA, formando o 14S-hidroperoxiDHA (14S-HpDHA), que por sua vez sofre uma segunda
lipoxigenagéo pela mesma enzima e forma o intermediario 13S,14S-epoxi-maresina. Este
intermediario é posteriormente convertido em MaR1 e MaR2 por meio da acdo de uma
hidrolase ou de uma hidrolase soluvel, respectivamente (Ferreira et al., 2022).

Evidéncias previamente publicadas demonstram que, em modelos animais
de doengas infecciosas, a administracdo de MaR1 resultou em efeito terapéutico significativo.
Em um modelo murino de sepse por ligadura e perfuracédo cecal (CLP), o tratamento com
MaR1 reduziu os niveis das citocinas TNF-a, IL-6 e IL-13, de marcadores de lesao renal (ureia

e creatinina) e hepatica (AST e ALT), além da atividade do fator de transcrigdo NF-kB,
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resultando em maiores taxas de sobrevivéncia dos camundongos (Hao et al., 2019; Li et al.,
2016; Sun et al., 2019b). Em um modelo de infeccdo causada pelo virus sincicial respiratorio,
a inflamagao pulmonar foi amenizada pelo tratamento com MaR1, com aumento significativo
na depuracao viral e na produgao de anfiregulina, um fator de crescimento epitelial que auxilia
no processo de resolucao (Krishnamoorthy et al., 2023). Além disso, apesar de nao se tratar
de um modelo infeccioso, a MaR1 demonstrou relevante efeito analgésico duradouro: apds
um unico tratamento (10ng), reduziu a hiperalgesia por até 5 dias, além de diminuir
recrutamento leucocitario, produgdo de citocinas e ativacdo do NF-kB em camundongos
estimulados com CFA (Fattori et al., 2018).

Além dos estudos que avaliam o efeito da MaR1 exdégena (administrada), os
niveis endégenos desse mediador foram quantificados apds a infecgao peritoneal por E. coli
(Colas et al., 2016). Nesse modelo, a resposta inflamatdria € autolimitada, com o niumero de
neutréfilos atingindo o pico 12 horas pds estimulo, e posterior declinio até a 482 hora. Nos
exsudatos coletados, foi observado que os niveis de MaR1 atingiram o pico 4h apds a
inoculacéo e diminuiram gradualmente até 24h (Colas et al., 2016). A biossintese de MaR1
em momentos iniciais pode resultar da ativagdo de macrofagos residentes (Davies et al., 2013)
e estimular a fagocitose bacteriana (Wang et al., 2015), contribuindo, assim, para a resolucao
da infec¢ao. De fato, ja foi demonstrado que macrofagos do perfil M2 liberam mediadores
lipidicos como a MaR1 e resolvinas da série D quando estimulados por cepas patogénicas de
E. colie S. aureus (Werz et al., 2018).

1.5.2 Maresina 2 (MaR2)

O segundo membro da classe das Maresinas, MaR2, possui efeito anti-
inflamatério previamente demonstrado in vivo, demonstrando reduzir em cerca de 40% o
recrutamento de neutréfilos em modelo de peritonite e estimular a atividade fagocitica de
macrofagos em 90% (Deng et al., 2014). Além disso, o tratamento com MaR2 demonstrou ter
efeito analgésico na dor inflamatéria induzida por LPS, e em modelos de dor espontanea
induzido por capsaicina (agonista de TRPV1) ou AITC (agonista de TRPA1) (Fattori et al.,
2022). Neste mesmo estudo, foi observado que a MaR2 exerceu efeito inibitério no
recrutamento leucocitario e alterou o perfil de expresséo de citocinas no tecido plantar (Fattori
et al., 2022). Em um modelo de dor neuropatica do nervo trigémeo, o tratamento com MaR2
reduziu a hiperalgesia mecéanica e a ativacao de neurénios CGRP"* (Lopes et al., 2023).

Ademais, o tratamento com MaR2 alivia a inflamagao das vias em um
modelo murino de asma, inibindo a ativagdo do inflamassoma NLRP3, a resposta imune do
tipo Th2 e o estresse oxidativo caracteristicos do modelo (Yu et al., 2022). Por fim, em outro

estudo com modelo de colite induzida por dextran sulfato de sodio (DSS), o tratamento com
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nanoparticulas de MaR2 auxiliou no reparo da mucosa inflamada (Miranda et al., 2023). Em
conjunto, estes estudos sugerem que a MaR2 exerce, de maneira geral, um efeito anti-
inflamatério e pro-resolutivo, em diferentes contextos de doenca. No entanto, ndo existem
evidéncias da atividade deste mediador no tratamento da endometriose. Sendo assim, o
presente estudo visa investigar o efeito da MaR2 na dor e inflamacdo associados a

endometriose.

1.5.3 Resolvina D2 (RvD2)

A classe de mediadores chamadas de Resolvinas compreende as da série
D (RvD1, RvD2, RvD3, RvD4, RvD5 e RvD6) e as da série E (RvE1 e RvE2), cujos precursores
sao o0 DHA e o EPA, respectivamente. Quanto a sintese da Resolvina D2, um dos mediadores
utilizados neste estudo, ocorre pela conversdo do DHA em 7S-HpDHA através da acao da 15-
LOX. Em seguida, sofre uma segunda lipoxigenagao pela mesma enzima no carbono 7 (C-7),
gerando um peroxido intermediario que pode ser reduzido formando RvD5 ou transformado
em 7S,8S-epoxido. 7S5,8S-epdxido, por sua vez, sofre hidrolise enzimatica gerando RvD1 e
RvD2.

Em um estudo publicado por Dalli e colaboradores (Dalli et al., 2017), os
autores quantificaram os niveis séricos de mediadores inflamatérios (LTB4, PGE2a) e RvD2
(entre outros mediadores pro-resolugédo) em pacientes com sepse. Foi observado que os
individuos n&o sobreviventes apresentavam niveis mais baixos de mediadores pro-resolucéo,
especialmente na fase crénica da doenga, do que os sobreviventes. Também foi demonstrado
que o perfil dos mediadores pode estar diretamente relacionado a gravidade do quadro de
sepse: pacientes com niveis acentuados de mediadores proé-inflamatérios apresentam
resposta acentuada e exagerada ao micro-organismo, resultando em piores prognosticos
(Dalli et al., 2017). Além de infecgbes bacterianas, também ha uma mobilizagao significativa
de mediadores proé-inflamatorios e pro-resolutivos durante a infecgéo viral por SARS-CoV-2:
niveis de LTB4, PGE2, DHA, RvD1, RvD2, RvD4 e RvD5 foram acentuadamente aumentados
em individuos com COVID-19 quando em comparagdo com o grupo nao infectado
(Archambault et al., 2021). Evidéncias sugerem que o tratamento in vitro com RvD1 e RvD2
promoveu resolucao da infecgdo por SARS-CoV-2 ao diminuir a produgao de IL-8, TNF-a e
MCP-1, aumentando a atividade fagocitica e reduzindo a ativagédo do NF-kB (Recchiuti et al.,
2021). Estes estudos demonstram o importante papel endégeno dos SPMs no controle
necessario da inflamagéo, para que o agente infeccioso seja eliminado de forma eficiente,
porém sem causar danos extensivos ao organismo do hospedeiro.

Diversos modelos animais de doencgas infecciosas ja foram utilizados para

testar a eficacia do tratamento com RvD2 in vivo. Em modelo de sepse em camundongos, o
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tratamento com 100ng/animal de RvD2 diminuiu a carga bacteriana local e sistémica, por
aumentar o numero de macréfagos peritoneais e a atividade fagocitica dos mesmos, o que
levou ao aumento da sobrevida dos animais (Spite et al., 2009). Em outro estudo, usando um
modelo de peritonite induzida por E. coli, os autores observaram um efeito protetor do
tratamento com RvD2 ao promover a apoptose de neutrdfilos, limitando migracdo neutrofilica
e aumento da capacidade fagocitica dos macrofagos, efeitos que estavam ausentes em
camundongos deficientes para GPR18, um receptor da RvD2 (Chiang et al., 2015). Ademais,
em um modelo de periodontite em ratos, a RvD2 foi capaz de diminuir o infiltrado de células
inflamatérias, o tamanho da lesdo periapical e a carga bacteriana, além de promover a
regeneragao do tecido pulpar e a cicatrizagao da lesao (Siddiqui et al., 2019).

Pelas evidéncias publicadas na literatura demonstrando o papel e efeito proé-
resolutivo da MaR1 e RvD2 em modelos infecciosos, e por até o presente momento nao
existirem estudos investigando o efeito desses mediadores lipidicos em modelo de artrite
séptica, o presente trabalho tem por objetivo investigar se o tratamento com MaR1 e RvD2
possuem efeito analgésico, anti-inflamatério e antibacteriano em modelo de artrite séptica

induzida por S. aureus em camundongos.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito do tratamento com MaR1 ou RvD2 na dor e inflamagao
causadas pela infeccdo com Staphyloccocus aureus, e do tratamento com MaR2 em modelo

de endometriose em camundongos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Investigar se o tratamento com MaR1 ou RvD2 reduz a hiperalgesia
mecanica (método de Von Frey eletronico), o desconforto articular (através da alteracao da
distribuicdo do peso entre as patas, pelo método de static weight bearing), edema e melhora
0 score clinico pela infeccdo com S. aureus;

Investigar se o tratamento com MaR1 ou RvD2 reduz alterages
histopatoldgicas na articulacao infectada por S. aureus;

Avaliar se o tratamento com MaR1 ou RvD2 altera a atividade bactericida e
producao de citocinas por macréfagos infectados por S. aureus in vitro;

Avaliar se o tratamento com MaR1 ou RvD2 altera a migragao leucocitaria
para a cavidade articular e reduz a infecgao durante a artrite séptica por S. aureus;

Analisar se o tratamento com MaR1 ou RvD2 altera a migrac&o de leucécitos
€ 0 numero de bactérias viaveis em modelo de peritonite induzida por S. aureus;

Investigar se o tratamento com MaR2 reduz a hiperalgesia mecéanica
(método de filamentos de von frey), desconforto abdominal (ensaio de gradiente térmico) e a
dor abdominal esponténea associados a endometriose;

Avaliar se o tamanho das lesées formadas e o nUmero de animais com lesao
sao alterados pelo tratamento com MaR2;

Verificar se o perfil de expressao de RNAm nas células da cavidade
peritoneal € alterado pela endometriose e pelo tratamento com MaR2,;

Avaliar se a MaR2 modifica a expressao de citocinas na leséo;

Avaliar se o recrutamento de leucécitos para a lesdo e a expressao de
receptor de estrégeno a (ERa) sdo diminuidos apés o tratamento com MaR2;

Verificar se a MaR2 tem efeito na formacgao de fibrose nas lesdes no modelo

de endometriose.

16



529

530

531
532
533
534
535
536
537
538
539
540
541
542
543
544
545
546
547
548
549
550

551

552
553
554
995
556
557
558
559
560

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 ANIMAIS

Para os experimentos de infeccdo com S. aureus, foram realizados em
camundongos swiss (20-25 g), provenientes do Biotério Central da Universidade Estadual de
Londrina e mantidos no Biotério do Departamento de Ciéncias Patologicas da Universidade
Estadual de Londrina. Os animais foram mantidos em ciclo de claro/escuro (12/12 h). Os
animais foram divididos em gaiolas de polipropileno padrdo medindo 41x34x16 cm de acordo
com os grupos experimentais (maximo de 06 animais por gaiola), com livre acesso a agua e
racao, e foram adaptados aos ambientes e condi¢gbes experimentais com pelo menos 1 hora
de antecedéncia em relagao aos experimentos. Os procedimentos de cuidado e manuseio de
animais estavam de acordo com as diretrizes da Associacao Internacional de Estudo da Dor
(IASP) e com a aprovacgédo do Comité de Etica (n° 13337.2018.89) para o Uso de Animais da
Universidade Estadual de Londrina (vide anexo VIII). Para os experimentos com modelo de
endometriose, foram utilizados camundongos C57BL/6 fémeas, com 8 semanas de idade,
pesando 20-22g, adquiridos de Jackson Laboratories (Bar Harbor, ME). Os camundongos
foram alojados em gaiolas de plastico transparente padrao com nao mais que 5 animais por
gaiola em um ciclo claro/escuro de 12:12 horas com agua e comida ad libitum. Os testes
comportamentais foram realizados entre 9h e 17h em uma sala mantida com temperatura de
21°C. O numero de animais utilizados e os protocolos de cuidado e manejo foram avaliados
pelos orgdos competentes da Universidade Estadual de Londrina e de Harvard Medical
School. Além disso, todos os esforgos foram feitos para minimizar o nimero de animais

utilizados e o sofrimento dos mesmos.

3.2 DROGAS E REAGENTES

As drogas e reagentes utilizados no presente estudo foram: Maresina 1
(MaR1) (item #10878) e Resolvina D2 (RvD2) (item #10007279) provenientes da empresa
Cayman Chemical (Ann Arbor, MI, USA); Staphyloccocus aureus foi obtida da American Type
Culture Collection (ATCC, USA) numero 6538; Solucdo Salina (NaCl, 0,9%) proveniente da
empresa Frenesius Kabi Brasil Ltda. (Arquiraz, CE, Brasil) e anestésico inalatério Isoflurano
proveniente da empresa Abbott Laboratories (Abbott Park, IL. USA). Os anticorpos primarios
utilizados nas imunomarcagées foram: anti-ERa (1:500, cat #ab3575, Abcam); anti-F4/80
(1:400, clone BM8, cat #14-4801-82, Life Technologies, Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA); anti-Ly6C (1:50, clone G-3, cat #sc-271811, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX,
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USA); anti-Ly6G (1:400, clone 1A8, cat #127636, San Diego, CA, USA). Os anticorpos
secundarios utilizados foram: goat anti-rat 647 (1:500, cat #A-21247; Life
Technologies, Thermo Fisher Scientific); goat anti-mouse 488 (1:500, cat #A-11029, Life
Technologies, Thermo Fisher Scientific); goat anti-rabbit 488 (1:1000, cat #A-11034, Life

Technologies, Thermo Fisher Scientific).

3.3 MODELO EXPERIMENTAL DE ARTRITE SEPTICA

O delineamento experimental e tempos de coleta utilizados neste trabalho
estdo ilustrados na Figura 2. Vinte e quatro horas antes de cada experimento, a bactéria
Staphylococcus aureus (ATCC 6538) foi cultivada em meio agar nutriente a 37°C. Apds 24h,
foi feita uma suspensao bacteriana em salina estéril de modo a se ajustar a escala McFarland
4 por comparagéo visual. A artrite séptica foi induzida por injegéo local de 107 unidades
formadoras de coldnias (CFU) de S. aureus em 10 ul de solugéo salina (ou 10° CFU/mL) na
articulagao femorotibial (Staurengo-Ferrari et al., 2017). A injecao intra-articular (i.a.) de 10 pl
de solucgdo salina estéril foi usada como controle negativo. Inicialmente, para estabelecer a
dose mais eficaz de MaR1 e RvD2, realizamos uma curva dose-resposta, testando duas doses
de MaR1 (1 e 10ng/animal) e RvD2 (0.3 e 3ng/animal). Os tratamentos foram feitos via
intraperitoneal (i.p.), iniciando 24h apés o estimulo, e a cada 48h até o 28° dia do modelo.
Para avaliar a intensidade da artrite, foi realizada uma pontuagao clinica (score clinico) por
visualizagdo macroscopica das articulagdes, pontuando de 0 a 2 (0 — normal, 1 — leve a
moderado, 2 — grave) para cada um dos seguintes parametros: eritema, edema, perda de

funcéo (dificuldade locomotora e rigidez articular), presenga de abcesso.

Modelo de artrite séptica

S. aureus

(1x107 CFU,
10pL, i.a)

MaR1:1e 10ng

Coleta (recrutamento RVDZ: 0.3 & 3ny
leucocitario, recuperagéo 9 Coleta
dia 1 bacteriana) (histologia)

Tratamenio
com MaR1 a cada 48 horas,

DU RVDZ (1.5} tratamento e medidas

-1 0 0 3 5 24 48 3 5 7 9 1 13 15 17 19 21 23 25 27 28

horas pos-tratamento

Dias pés-estimulo

Figura 2. Delineamento experimental do modelo de artrite séptica.
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3.4 MODELO EXPERIMENTAL DE ENDOMETRIOSE

O delineamento experimental utilizado neste trabalho para o modelo de
endometriose esta ilustrado na figura 3. Foram utilizados camundongos C57BL/6 fémeas.
Animais doadoras receberam uma injegdo de benzoato de estradiol (3ug/animal,
subcutaneamente [s.c.]) para estimular o crescimento do endométrio. Apds 3 dias, os uUteros
dos camundongos doadores foram dissecados longitudinalmente em uma placa de Petri
contendo solucao salina balanceada de Hank (HBSS) aquecida. Individualmente, cada corno
uterino foi particionado em fragmentos menores que 1 mm. A endometriose foi induzida em
camundongos receptores, através da inje¢ao intraperitoneal do corno uterino dissociado (500
ML de HBSS, intraperitoneal [i.p.]). Um camundongo doador foi utilizado para induzir a
endometriose em dois camundongos receptores. Os camundongos Sham receberam uma
injecdo i.p. de HBSS. Os animais foram tratados com MaR2 nas doses de 3, 10 ou 30
ng/animal (i.p.) a partir do 29° até o 56° dia ap6s a indugéo da endometriose. A frequéncia dos
tratamentos e a melhor dose dos mediadores foram determinadas pelas analises
comportamentais de dor evocada e manifesta. Os testes foram realizados duas vezes
anteriormente a indugdo da endometriose (basal) e nos periodos de 7, 14, 21, 28, 35, 42, 49
e 56 dias apos indugédo (d.p.i.). Em todos os testes o experimentador estava cego para os
grupos e tratamentos. Os testes comportamentais avaliados foram a hiperalgesia mecanica,
gradiente térmico e comportamentos de dor manifesta (esponténea). De acordo com os
resultados obtidos nestes testes, foi escolhida a melhor dose e frequéncia de tratamento para
os demais experimentos. As lesbes também foram dissecadas no 56° dia para analises de
tamanho e caracteristicas microscoépicas. Os tipos celulares que compde a lesdo e a
intensidade de infiltrado inflamatério foram avaliados por imunofluorescéncia. No mesmo
periodo, o lavado peritoneal foi coletado e processado para a analise da expressdo de mRNA
(bulk RNA seq), a fim de indicar os mecanismos pelos quais a MaR2 estaria reduzindo a
inflamacao e dor. Os niveis de citocinas pro-inflamatérias foram determinados por kits de
imunoensaios de membranas, “Proteome Profiler Mouse XL Cytokine Array” (R&D Systems),
que contém anticorpos para 111 diferentes citocinas e quimiocinas possivelmente presentes

nas lesdes dissecadas no 56° dia.
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Figura 3. Delineamento experimental do modelo de endometriose.

3.5 AVALIAGAO DA HIPERALGESIA MECANICA

No modelo de artrite séptica, a avaliagdo da hiperalgesia mecanica foi
realizada pelo método de von Frey eletronico, com auxilio de um analgesimetro eletrénico
(Insight ®). Esse aparelho consiste em um transdutor de pressdo adaptado a um contador
digital de forga expressa em gramas (g). O contato do transdutor de pressao com a pata &
realizado através de uma ponta descartavel de polipropileno. Os animais foram colocados em
placas de acrilico, constituidas por uma rede de arame nao maleavel, durante 15 minutos
antes do experimento para adaptacdo ao ambiente. Foi realizada uma medi¢ao antes da
indugdo do modelo, tempo zero, apdés a indugédo (estimulo com S. aureus) e apds 0s
tratamentos nos intervalos de tempo determinados. Para cada tempo, foi considerada a média
de trés medicdes. Os resultados foram relatados como valor absoluto da forga (g).

No modelo de endometriose, a intensidade de dor pélvica a estimulos
mecanicos foi avaliada pelo método de filamentos de von Frey, iniciando com o filamento de
0.4qg, nos dias -2, -1, 7, 14, 21, 28, 35, 42, 49 e 56 apos indugao da endometriose. Os
comportamentos de pulo e a sacudida de patas foram considerados como comportamentos
indicativos de limiar mecanico. Os calculos foram realizados pelo software livre Up-Down
Reader (Gonzalez-Cano et al., 2018).

3.6 ENSAIO DE GRADIENTE TERMICO

Este ensaio consiste em uma plataforma metalica com um gradiente térmico

(7°-48°C) no qual o camundongo anda livremente enquanto tem sua trajetéria gravada por

20



634
635
636
637
638
639
640
641

642

643
644
645
646
647
648
649
650
651

652

653
654
655
656
657

658
659

660
661
662
663
664

uma camera sobreposta (Bioseb, Franga). No 56° dia apds a indugéo, depois de um periodo
de exploracao de 30 min, cada animal mostra uma preferéncia distinta por uma zona térmica
considerada mais confortavel. Por conta disto, para cada animal, a zona térmica preferida foi
selecionada como a area onde o animal passou o0 maior tempo durante o periodo de analise.
Apesar da variagao nas zonas térmicas preferidas, um menor tempo gasto na zona térmica
preferida sinaliza maior desconforto abdominal. Os resultados foram demonstrados como
tempo total, em segundos (s), de permanéncia na zona térmica preferida durante 60 min de

analise.

3.7 DOR ABDOMINAL ESPONTANEA

Foram quantificados os comportamentos de alongamento do abddémen
(contor¢cdes abdominais) e pressionamento do abdémen contra o chdo, como descrito
anteriormente (Sanoja; Cervero, 2005). Todos os comportamentos foram confirmados
utilizando gravagéo de video com uma camera de alta resolugéo posicionada de baixo para
cima. Essa estratégia (em detrimento de analises com camera posicionada acima) se mostra
efetiva para detectar comportamentos relacionados a dor (Fattori et al., 2020a). Ademais,
esses comportamentos foram quantificados usando um aparato a prova de som externo (o

gue ajuda a manter os animais calmos) e sem a presenga de um investigador.

3.8 EDEMA

O edema da articulagao foi avaliado ao longo de 27 dias apés a indugao da
infecgdo i.a. por S. aureus utilizando paquimetro digital (Digmatic Caliper, Mitutoyo Corp.,
Kanagawa, Japédo). Os resultados foram expressos como a diferenga (delta, A) entre o
didmetro medido antes (basal) e apds a indugdo da infecgdo articular, em milimetros

(Staurengo-Ferrari et al., 2017).

3.9 AVALIAGAO DA DISTRIBUICAO DE PESO ENTRE AS PATAS TRASEIRAS DO ANIMAL (STATIC
WEIGHT BEARING)

O Static Weight Bearing (SWB) é um aparelho que analisa a distribuicao de
peso entre as patas traseiras do camundongo. A avaliagdo consiste em manter o animal
imovel no aparato, onde o corpo do camundongo é mantido confortavelmente e as patas
traseiras ficam posicionadas sobre dois sensores que detectam a distribuicdo de peso

corpéreo. O animal permanece e faz ajustes naturais de distribuicdo do peso, assim, na
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presenca de dor, essa distribuicdo entre as duas patas traseiras se torna desigual, sendo o
peso aplicado na pata contralateral ao estimulo infeccioso. O valor do peso aplicado em
gramas sobre cada sensor é detectado pelo equipamento e o resultado foi expresso pela
razao do peso do lado esquerdo pelo direito. No modelo de artrite séptica, a distribuicdo do
peso foi avaliada antes da administragao do estimulo, no tempo 0 (basal), 3h, 5h, 24h, 48h
apos o tratamento, e a cada 48h até o 28° dia do modelo (adaptado de (Staurengo-Ferrari et
al., 2017).

3.10TAMANHO DA LESAO

No modelo experimental de endometriose, as lesbes foram dissecadas no
56° d.p.i. e medidas com um paquimetro. Os resultados foram expressos em milimetros pela

média de duas medidas (largura e altura).

3.11MIGRACAO DE LEUCOCITOS E RECUPERACAO BACTERIANA NA ARTICULAGAO

Animais estimulados com S. aureus foram eutanasiados 7 dias apds a
inducao do modelo, e as cavidades articulares foram lavadas 3 vezes com 3,3 pl de solugao
salina estérii com EDTA 1 mM (Pinto et al., 2010). O numero total de leucdcitos foi
determinado em camara de Neubauer diluida em solugdo de Turk, e contagens diferenciais
foram realizadas apés coloracdo com kit pandéptico rapido, com uso de microscopio 6ptico. Os
resultados foram expressos como o numero total de leucdcitos, neutrofilos ou células
mononucleares por cavidade. Amostras de lavado articular (10 ul) foram plaqueadas em agar
sangue e o numero de coldnias contadas apds 24h para determinar a carga bacteriana nas
articulagdes. Os resultados foram expressos como unidades formadoras de col6nia (CFU) por

cavidade.

3.12AVALIAGAO HISTOLOGICA

Para o modelo de artrite séptica, articulagbes tibiofemorais de animais
infectados e nao infectados foram dissecadas, descalcificadas, embebidas em parafina e
seccionadas com uso um microtomo. Em seguida, os cortes foram corados com
hematoxilina/eosina (HE) e azul de toluidina. As Idminas coradas com HE foram avaliadas
microscopicamente e pontuadas quanto ao grau de destrui¢ao da cartilagem (0 a 4, sendo 0
— aspecto morfolégico normal e 4 — alto grau de alteracao morfoldgica). Os cortes corados

com azul de toluidina foram avaliados como descrito anteriormente (Lourenco-Gonzalez et al.,
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2019). Utilizando a ferramenta de limiar do software ImageJ 1.44 (dominio publico:
http://rsb.info.nih.gov/ij/), imagens histolégicas RGB foram analisadas para determinar a
porcentagem de coloracdo da cartilagem, a fim de determinar o grau de degradacgao
cartilaginosa do fémur, tibia e tibiofemoral.

Para o modelo de endometriose, as lesdes foram dissecadas no 56° dia apos
ainducao da endometriose e, processadas para analises histopatoldgicas utilizando coloragao
de tricromo de Masson. Para a técnica de imunofluorescéncia, as lesbes foram dissecadas no
56° d.p.i., processadas e incluidos em reagente OCT (optimum cutting temperature). As
amostras foram seccionadas (5um) e colocadas em laminas de vidro sinalizadas com carga
positiva para marcagéo imunologica. Os anticorpos utilizados para imunomarcacgdes estéao
listados no item 3.2. As imagens foram obtidas e processadas em um microscépio confocal

na objetiva de 20x.

3.13PERITONITE COM S. AUREUS

O delineamento experimental utilizado para o modelo de peritonite com S.
aureus esta ilustrado na Figura 3. Vinte e quatro horas antes de cada experimento, amostras
de S. aureus (ATCC 6538) foram cultivadas em agar nutriente a 37°C. Posteriormente, foi
preparada uma suspens&o bacteriana de 1x108 CFU/mL e injetados 100 pl/animal (ou seja,
1x107/100ul) i.p. Os tratamentos com MaR1 ou RvD2 foram feitos 24h pés estimulo, via i.p. O
lavado peritoneal foi coletado 48h pés estimulo para determinagdao do recrutamento
leucocitario por meio da contagem total e diferencial, com uso de microscopio de luz. Os
resultados foram expressos em numero de mononucleares ou polimorfonucleares/cavidade).
A recuperagdo bacteriana foi realizada nas amostras de lavado peritoneal centrifugadas,
ressuspendidas em 10 pl, plaqueadas em agar sangue e posteriormente o numero de colénias
foi contado apos 24h. Os resultados foram expressos em como unidades formadoras de

colénia [CFU] por cavidade.
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Figura 4. Delineamento experimental do modelo de peritonite.

3.14 ENSAIO IN VITRO DE VIABILIDADE BACTERIANA (KILLING)

O delineamento experimental dos ensaios realizados in vitro estao ilustrados
na Figura 4. Para obter macréfagos derivados da medula 6ssea (BMDM), as amostras obtidas
da medula éssea do fémur de camundongos foram diferenciadas durante 6 dias em meio
RPMI com 20% de sobrenadante de células L929 (Nascimento et al., 2017). Macréfagos
BMDM (1x108/pogo) foram aderidos a uma placa de 24 pogos. Apds adesido, os macrofagos
foram pré-tratados por 1 hora com MaR1 (1-100 nM), RvD2 (1-100 nM) ou veiculo (etanol +
RPMI) seguido de infeccao com S. aureus ATCC 6538 (MOI = 3) por 5 horas. Pogos contendo
apenas bactérias e meio RPMI foram preparados como controle positivo. As placas foram
centrifugadas por 3 minutos a 5.000 rpm e retornadas a incubadora de células por 3 horas,
quando os sobrenadantes foram coletados para avaliar a produgdao de nitrito, ou o
sobrenadante foi imediatamente coletado para dosagem de citocinas. As células foram lisadas
por adi¢ao de Triton X-100 a 0,2%. Os lisados foram diluidos em série 1: 100.000 em PBS 1x
e plaqueados em placas de agar sangue e incubados overnight a 37°C. Os resultados foram

expressos como % de bactérias viaveis em comparagao com o controle positivo.

In vitro
Plagueamento
BMDM (1x108/
Coleta - poco)
g;?iir:;;g?fa Pré-tratamento Dosagem ;‘iaﬂt;ili;lade
medula dssea com MaR1 ou dimg";n:s prg-auecrﬁachie
(BMDM) RvD2 (1-100nm) IL-1B) NOs
S. aureus
(MQI =3)
... diferenciacdo |
L.l | ] |
0 6 0 5 8

Figura 5. Delineamento experimental dos ensaios in vitro.
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3.15 PRODUCAO DE NITRITO (NO2)

O acumulo de nitrito (NO2’), como indicagao da producao de NO, foi medido
utiizando o reagente de Griess. Neste ensaio, 0,1ml de amostra (sobrenadante de
macrofagos BMDM tratados com MaR1, RvD2 ou veiculo) foi misturado com 0,1 ml de
reagente de Griess em uma microplaca e a absorbancia foi lida a 550 nm apdés 10 min. As
concentracoes de nitrito foram determinadas por referéncia a uma curva padrao de nitrito de
sodio (1-200 pmol/l) (Gutierrez et al., 2008).

3.16 DOSAGEM DE CITOCINAS

Para o modelo de infeccdo por S. aureus, a analise in vitro dos niveis de
citocinas foi realizada utilizando o sobrenadante da cultura de macréfagos BMDM, coletado 5
horas apds o estimulo com S. aureus ATCC 6538 (MOI = 3). Os niveis de TNF-a e IL-1 foram
quantificados utilizando kits comerciais de ELISA (eBioscience, San Diego, CA, EUA). As
placas foram lidas a 450 nm, utilizando um espectrofotometro (Multiskan GO, Thermo
Scientific). Os resultados foram expressos em picogramas (pg) de cada citocina/mL.

No modelo de endometriose, lesdes foram dissecadas e homogeneizadas
em tampao apropriado com inibidores de proteases. Como camundongos sham nao
desenvolvem a lesdo os cornos uterinos de camundongos doadores foram usados para
estabelecer os niveis basal das citocinas. Os niveis de citocinas e quimiocinas foram
determinados por kits comerciais R&D Systems, “Proteome Profiler Mouse XL Cytokine
Array”, que contém membranas com 111 diferentes anticorpos para diferentes proteinas pro-

inflamatdrias e anti-inflamatérias presentes em camundongos.
3.17SEQUENCIAMENTO DE RNA TOTAL (BULK RNA SEQ)

O lavado peritoneal foi coletado no 56° d.p.i. e utilizado para extragao de
RNA usando kits comerciais (Invitrogen) e enviados para a empresa Novogene (USA) para
quantificagdo, sequenciamento e analise.

3.18 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram analisados com o programa estatistico GraphPad Prism
9 (GraphPad software, Inc.). Os dados dos parametros hiperalgésicos sao apresentados como
média + erro padrao médio (EPM) de medicdes feitas em 6 camundongos por grupo (no

modelo de artrite séptica) ou 10 camundongos (modelo de endometriose), em 2 repeticoes. A
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normalidade dos resultados foi verificada por meio do teste de Shapiro-Wilk e foi realizado
ANOVA de duas vias seguida pelo teste de Tukey, para comparar os grupos e as doses em
todos os momentos em que foram realizadas medidas em diferentes tempos. Para os
experimentos com tempos especificos, foi realizado ANOVA de uma via seguido pelo teste de
Tukey para resultados dentro da normalidade e o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis
seguido pelo teste de Dunn para resultados fora da normalidade. Foram consideradas

significativas as diferencas para p<0,05 em todas as analises.
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4 RESULTADOS

4.1 RESULTADOS OBTIDOS A PARTIR DO MODELO DE INFECCAO POR S. AUREUS

4.1.1 O tratamento com MaR1 reduz a hiperalgesia mecéanica, edema, score clinico e

desconforto articular causado pela infeccdo com S. aureus

Uma suspensdo de S. aureus (ATCC 6538) na concentragdo de 1x107
CFU/10ul/animal foi injetada via intra-articular (i.a.) para indugdo do modelo (Staurengo-
Ferrari et al., 2017). O estimulo foi capaz de induzir dor (avaliada pelo método de Von Frey
eletrénico), edema local, desconforto (avaliado pela distribuicdo do peso nas patas — teste de
incapacidade estatico) e o score de alteracbes macroscoépicas (score clinico — pontuando de
0 a 2 aintensidade do eritema, edema, perda de funcéo e abcesso observados na articulacao
infectada) (figura 6). A fim de determinar a eficacia do tratamento com MaR1, inicialmente foi
realizado um experimento de dose-resposta com duas doses de MaR1 (1ng e 10ng/animal,
intraperitoneal [i.p.]), 24h pds estimulo com S. aureus. Foram avaliados a hiperalgesia
mecanica e desconforto nos tempos 3h, 5h, 24h e 48h pdés-tratamento, para determinar o
tempo de duragao da analgesia e o regime de tratamento a ser seguido. Foi constatado que,
na medida realizada na 482 hora, houve redugédo do efeito analgésico do tratamento com
MaR1, e, portanto, os tratamentos foram realizados em dias alternados, cinco horas antes das
medidas a serem realizadas. A hiperalgesia mecénica, edema, desconforto e score clinico
foram avaliados a cada dois dias ao longo de 28 dias. A eficacia do tratamento com MaR1
10ng/animal em reduzir os parametros avaliados foi superior a dose de 1ng/animal, logo, foi

a dose escolhida para realizar os demais experimentos.
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Figura 6. O tratamento com MaR1 reduz a hiperalgesia mecanica, o edema, o escore
clinico e normaliza a distribuicio de peso das patas traseiras em camundongos
estimulados com S. aureus. Camundongos Swiss foram estimulados via intra-articular
(i.a.) com S. aureus. Camundongos Swiss foram estimulados via intra-articular (i.a.) com S.
aureus (1x107/10ul UFC) e, apds 24h, foram tratados com MaR1 (1 ou 10ng, intraperitoneal
[i.p.])- A hiperalgesia mecéanica (A) e o teste de distribuicdo de peso estatico (C) foram
medidos 1, 3, 5, 24 e 48 horas apos o tratamento, e em dias alternados, durante 28 dias
(em C, o mapa de calor apresenta a porcentagem de distribuicdo do peso na pata ipsilateral
de cada animal, individualmente). Edema (B) e score clinico (D) foram avaliados em dias
alternados durante 28 dias. Cinco horas antes de cada medi¢ao, os animais foram tratados
com MaR1. Os resultados sé&o apresentados como média * erro padréo da média (EPM) de
6 animais por grupo experimental. *P<0,05 vs grupo solu¢do salina, #P <0,05 vs grupo S.
aureus (Two-way ANOVA seguida de pos-teste de Tukey).

4.1.2 MaR1 previne a destruigdo da cartilagem articular causada pela infecgdo com S. aureus

O infiltrado inflamatdério e a excessiva produgao de citocinas pro-inflamatérias e
metaloproteinases sao eventos comumente observados durante a artrite séptica (Roy;
Bhawan, 1975). Por consequéncia, ha a destrui¢gdo do tecido cartilaginoso. Para avaliar se o
tratamento com MaR1 seria capaz de reduzir a destruigdo cartilaginosa causada por S.
aureus, amostras de articulagdes infectadas (tratadas com MaR1 10ng/animal ou veiculo) e
ndo-infectadas (grupo salina) foram coletadas no 28° dia do modelo para andlise histolégica

(coloragao HE [Figura 7A] e azul de toluidina [Figura 7B]). Para os cortes corados com HE
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(Figura 7A), foi atribuida uma pontuacgao (de 0 a 4) proporcional ao grau de intensidade de
destruicao da arquitetura tecidual (Staurengo-Ferrari et al., 2017). Os cortes corados com azul
de toluidina (Figura 7B) foram analisados utilizando a ferramenta de threshold do software
Imaged para avaliagcao da porcentagem de coloragdo da cartilagem do fémur, tibia e
tibiofemoral (Lourenco-Gonzalez et al., 2019). Foi observado que o tratamento com MaR1
(10ng/animal) foi eficaz em conter a destruicio tecidual local causada pela infecgédo, quando

comparado ao grupo tratado somente com veiculo em todas as regides analisadas.
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Figura 7. O tratamento com Maresina 1 atenua a destruicdo da cartilagéh
causada pela infecgcdao por S. aureus em camundongos. (A) Amostra8idh
articulagédo tibiofemoral foram coletadas no 28° dia pdés-infeccdo para an8lise
histolégica por coloracdo com hematoxilina/eosina para determinar o score de
destruicdo da cartilagem (intensidade 0-4). (B) Amostras da articulagdo foram
coletadas no 28° dia pds-infec¢ao para analise histolégica pela coloragdo com azul
de toluidina. O escore histopatolégico foi realizado conforme descrito anteriormente
por Lourenco-Gonzalez et al. 2019. Utilizando a ferramenta de limiar do software
Imaged 1.44 (dominio publico: http://rsb.info.nih.gov/ij/), imagens histologicas RGB
foram analisadas para determinar a porcentagem de coloragdo da cartilagem.
Todas as imagens representativas das articulagdes estdo na ampliagéo original x4.
Os resultados sao apresentados como média + erro padrao da média (EPM) de 6
animais por grupo experimental. *P <0,05 vs grupo solugado salina, #P <0,05 vs
grupo S. aureus (One-way ANOVA seguida de pés-teste de Tukey).

4.1.3 O tratamento in vitro com MaR1 reduz a producgéao de citocinas inflamatérias e aumenta

a atividade bactericida de macréfagos derivados da medula 6ssea

Os macroéfagos sdo um importante tipo celular, que atua na producido de mediadores
inflamatérios durante a resposta imune infecciosa por S. aureus, além de apresentar atividade
fagocitica/antimicrobiana (Pidwill et al., 2020). Para avaliar se o tratamento com MaR1 poderia
modular a atividade bactericida e producao de IL-18 € TNFa apds estimulo com S. aureus,
macrofagos derivados da medula 6ssea (BMDM) foram mantidos em cultura e tratados com
MaR1 (1, 10 e 100nM) ou veiculo e a viabilidade bacteriana (ensaio de killing) (Fig. 8A),
produgao de nitrito (como medigéo indireta da produgdo de 6xido nitrico) (Fig. 8B) e das
citocinas IL-13 e TNFa (Fig. 8C e 8D) foram quantificados in vitro. O tratamento com MaR1
100nM reduziu significativamente a viabilidade bacteriana e a produgcao de nitrito, além de
elevar a produgao de citocinas in vitro. A concentracao de 10nM foi eficaz em reduzir a
viabilidade bacteriana e todas as concentragdes testadas diminuiram a producao de IL-13 por
BMDM. Portanto, o mediador lipidico MaR1 mostrou eficacia em induzir atividade bactericida

e controlar a producao de citocinas durante a infecgao por S. aureus.
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Figura 8. O tratamento com Maresina 1 aumenta a atividade
bactericida de macréfagos derivados da medula 6ssea (BMDM)
infectados com S. aureus. Macrofagos BMDM (1x10%/pogo) foram
aderidos a uma placa de 24 pogos. Apos a adesao, os macrofagos foram
pré-tratados por 1 hora com MaR1 (1-100 nM) ou veiculo (etanol + RPMI)
seguido de infecgao com S. aureus ATCC 6538 (MOI = 3) por 5 horas
para avaliar: (A) a capacidade bactericida de macréfagos (killing); (B)
produgéo de nitrito pelo ensaio de Griess no sobrenadante; (C) niveis de
TNF-a e (D) IL-1B por kits ELISA. Os resultados sao apresentados como
média + SEM de 5 pogos/grupo. *P<0,05 vs grupo RPMI, **P<0,05 vs
tratamento 1nM, #P<0,05 vs macréfagos tratados com veiculo (One-way
ANOVA seguida pelo pés-teste de Tukey).

4.1.4 O tratamento com MaR1 altera a migragéao leucocitaria durante a infecgéo por S. aureus

Para avaliar o perfil leucocitario local durante a infec¢ao por S. aureus, dois modelos
foram utilizados: estimulo intra-articular (i.a.) para indugdo do modelo de artrite séptica (S.
aureus 1x10” CFU/10uL/animal), ou estimulo intra-peritoneal (i.p.) para a peritonite (S. aureus

1x10” CFU/100uL/animal). Para o modelo de atrite séptica, os animais foram tratados com
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MaR1 (10ng/animal) ou veiculo, em dias alternados, durante 7 dias, quando o lavado articular
foi coletado. O numero de leucdcitos totais (Fig 9A), mononucleares (Fig. 9B) e
polimorfonucleares (Fig. 9C) foram expressivamente aumentados no grupo infectado e tratado
com veiculo. A contagem de leucécitos totais (Fig. 9A) e polimorfonucleares (Fig. 9C) da
articulacao foram significativamente reduzidas pelo tratamento com MaR1. No modelo de
peritonite, o tratamento com MaR1 (10ng/animal) foi realizado 24h apds o estimulo com S.
aureus. O lavado peritoneal coletado apds 48h apresentou elevacéao significativa do niumero
de leucdcitos totais (Fig. 9D), mononucleares (Fig. 9E) e polimorfonucleares (Fig. 9F), e os

mesmos parametros foram reduzidos apés o tratamento com MaR1.
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Figura 9. O tratamento com MaR1 reduz a migragao de leucécitos durante a infecg¢ao
por S. aureus. (A, B, C) Camundongos foram infectados com S. aureus 1x107
CFU/10uL/animal (i.a.) e tratados com MaR1 (10ng/animal) ou veiculo, i.p., em dias
alternados, por 7 dias. (A) contagem de leucécitos totais, (B) contagem de mononucleares,
(C) contagem de polimorfonucleares. (D, E, F) O modelo de peritonite por S. aureus foi
induzido pela injegéo intra-peritoneal (i.p.) de 1x10” CFU/100uL/animal. O tratamento com
MaR1 (10ng/animal), i.p., foi realizado 24h apds a infecgdo. Os animais foram eutanasiados
48h apos a indugdo do modelo e o lavado peritoneal foi entdo coletado em EDTA 2mM. (D)
contagem de leucdcitos totais, (E) contagem de mononucleares, (F) contagem de
polimorfonucleares. Os resultados estdo expressos em numero de células x 105/mL. *P<0,05
vs grupo salina; #P<0,05 vs grupo aureus; (One-way ANOVA seguida do pos-teste de
Tukey).
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4.1.5 O tratamento com MaR1 possui efeito microbicida contra S. aureus.

Uma caracteristica comumente atribuida aos SPMs é o fato de n&o induzirem
imunossupressao, apesar de reduzirem a infiltracdo leucocitaria durante o processo
inflamatério (Fattori et al., 2020b). Para confirmar que o menor numero de leucdcitos
observados na cavidade articular e peritoneal ndo seriam acompanhados por um descontrole
na proliferacdo bacteriana, avaliamos o nimero de bactérias viaveis recuperadas em dois
modelos (Figura 10). (A) Para o modelo de atrite séptica, animais foram estimulados com S.
aureus (1x10” CFU/10uL/animal, i.a.), tratados com MaR1 (10ng/animal) ou veiculo, por 7
dias, em dias alternados, e o lavado articular coletado no 7° dia. (B) Para o modelo de
peritonite, estimulo foi realizado com S. aureus (1x10” CFU/100uL/animal, i.p.), tratamento
com MaR1 (10ng/animal) ou veiculo, 24h apds o estimulo, e o lavado peritoneal coletado 48h
apos o estimulo. O 7° dia foi escolhido para realizar a coleta no modelo de artrite séptica pois
representa o pico da recuperagao bacteriana no modelo, como mostrado por estudos
previamente publicados (Staurengo-Ferrari et al., 2017). Em ambos os modelos, os grupos
que receberam tratamento com MaR1 tiveram o nimero de unidades formadoras de colbnias
reduzido de maneira significativa. Esses resultados sugerem que a redugdo no numero de
leucdcitos nestas cavidades nao prejudicou a atividade microbicida e fagocitica das células

presentes.
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Figura 10. O tratamento com MaR1 reduz a infecgao por S.
aureus. (A) Para o modelo de artrite séptica, camundongos foram
infectados com S. aureus (1x10” CFU/animal, i.a.) e tratados com
MaR1 (10ng/animal, i.p.), em dias alternados, por 7 dias. Os
animais foram entao eutanasiados, e o espaco articular foi lavado
trés vezes com 3,3ul de salina estéril. (B) Para a inducdo da
peritonite, S. aureus foi administrada (1x10” CFU/animal, i.p.) e o
tratamento com MaR1 (10ng/animal, i.p.) foi realizado 24h apds a
infeccao. Os animais foram eutanasiados 48h apds a inducéo do
modelo, e o lavado peritoneal coletado em salina estéril. Os
lavados foram imediatamente semeados em &gar sangue para
contagem do numero de unidades formadoras de colbnia 24h apos
a coleta. #P<0,05 vs grupo aureus (Teste de Mann-Whitney).

4.1.6 O tratamento com Resolvina D2 (RvD2) reduz a hiperalgesia mecanica, edema, score

clinico e desconforto articular causado pela infeccao com S. aureus

A bactéria S. aureus é o agente etioldgico mais comumente associado a casos clinicos
de artrite séptica, e, portanto, utilizado ha décadas como estimulo infeccioso em modelos pré-
clinicos para estudo dessa doenga (Tarkowski et al., 2001). Uma suspensao de S. aureus
(ATCC 6538) na concentragdo de 1x107 CFU/10ul/animal foi injetada via intra-articular (i.a.)
para indugdo do modelo (Staurengo-Ferrari et al., 2017). O estimulo foi capaz de induzir dor
(avaliada pelo método de Von Frey eletronico) (Fig. 11A), edema local (Fig. 11B), desconforto
(avaliado pela distribui¢gdo do peso nas patas — teste de incapacidade estatico) (Fig. 11C) e o
score de alteracbes macroscopicas (score clinico — pontuando de 0 a 2 a intensidade do
eritema, edema, perda de funcéo e abcesso observados na articulagao infectada) (Fig. 11D).
A fim de determinar a eficacia do tratamento com RvD2, inicialmente foi realizado um
experimento de dose-resposta com duas doses de RvD2 (0,3 ng e 3ng/animal, intraperitoneal

[i.p.]), 24h poés estimulo com S. aureus. Foram avaliados a hiperalgesia mecanica e
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desconforto nos tempos 3h, 5h, 24h e 48h pds-tratamento, para determinar o tempo de
duragao da analgesia e o regime de tratamento a ser seguido. Foi constatado que, na medida
realizada na 48?2 hora, houve reducido do efeito analgésico do tratamento com RvD2, e,
portanto, os tratamentos foram realizados a cada 48h, antes das medidas a serem realizadas.
A hiperalgesia mecanica, edema, desconforto e score clinico foram avaliados a cada dois dias
ao longo de 28 dias. A eficacia do tratamento com RvD2 3ng/animal em reduzir os parametros
avaliados foi superior a dose de 0,3ng/animal. Logo, foi a dose escolhida para realizar os

demais experimentos.

A @ saline B @ saline
® S avreus @ S aureus
124 © RvD20.3ng 1.5 © RvD20.3ng

= ® RvD2 3 ng & RvD23ng

= 10_ -

5 W‘—C £

s 2,

s 8 # e I

£ 6l £

o [u]

8 5 8- £

§ 41 ' 2

6 1]

$ 2

Oommqmmmr-mfmmhm oW -
o T e NN NN
Hours post Days post infection :
freatmant Days post infection
C - D @ saline
@ saline saline S.aureus 03 3 @ S aureus
80 @ S aureus 81 @ RvD20.3 ng
@ RvD20.3ng 74 ® RvD2 3 ng
® RvD2 3 ng
2 60 f o 61
) S
® & 51
g 40 T 4
2 £ 3
x 20 21
1
0 0
ommqwmmhmvmmhm—mmh
————— o ON OO
Hours post Days post infection - Ho Days post infection

treatment

Figura 11. O tratamento com RvD2 diminui a hiperalgesia mecanica, o edema, o escore
clinico e normaliza a distribuicido de peso das patas traseiras em camundongos
estimulados com S. aureus. Camundongos Swiss foram estimulados via intra-articular (i.a.) com
S. aureus (1x107/10ul UFC) e, apos 24h, foram tratados com RvD2 (0,3 ou 3ng/animal,
intraperitoneal [i.p.]). A hiperalgesia mecénica (A) e o teste de distribuicdo de peso estatico (C)
foram medidos 1, 3, 5, 24 e 48 horas apods o tratamento, e em dias alternados, durante 28 dias
(em C, o mapa de calor apresenta a porcentagem de distribuicdo do peso na pata ipsilateral de
cada animal, individualmente). Edema (B) e escore clinico (D) foram avaliados em dias alternados
durante 28 dias. Trés horas antes de cada medicdo, os animais foram tratados com RvD2. Os
resultados sao apresentados como média + erro padrao da média (EPM) de 6 animais por grupo
experimental. *P<0,05 vs grupo solucao salina, #P <0,05 vs grupo S. aureus (Two-way ANOVA
seguida de pos-teste de Tukey).

4.1.7 A destruicao da cartilagem articular causada pela infeccao com S. aureus € amenizada
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pelo tratamento com RvD2

Para avaliar se o tratamento com RvD2 seria capaz de reduzir a destruicao
cartilaginosa apos a infeccdo S. aureus, amostras de articulagdes estimuladas (tratadas com
RvD2 3ng/animal ou veiculo) e ndo-infectadas (grupo salina) foram coletadas no 28° dia do
modelo para analise histolégica (coloragcao HE [Figura 12A] e azul de toluidina [Figura 12B]).
Para os cortes corados com HE (Figura 12A), foi atribuida uma pontuacdo (de 0 a 4)
proporcional ao grau de intensidade de destrui¢gdo da arquitetura tecidual (Staurengo-Ferrari
etal., 2017). Os cortes corados com azul de toluidina (Figura 12B) foram analisados utilizando
a ferramenta de threshold do software Imaged para avaliagdo da porcentagem de coloragao
da cartilagem do fémur, tibia e tibiofemoral (Lourenco-Gonzalez et al., 2019). Foi observado
que o tratamento com RvD2 (3ng/animal) foi eficaz em conter a destrui¢gdo tecidual local

causada pela bactéria, quando comparado ao grupo tratado somente com veiculo.
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Figura 12. Resolvina D2 reduz a destruicdo da cartilagem causada pela
infecgao por S. aureus. (A) Amostras da articulagdo tibiofemoral foram coletadas
no 28° dia pés-infeccdo para analise histolégica por coloragdo com
hematoxilina/eosina para determinar o score de destruicdo da cartilagem
(intensidade 0-4). (B) Amostras da articulagdo foram coletadas no 28° dia pos-
infeccdo para analise histologica pela coloragdo com azul de toluidina. O escore
histopatoldgico foi realizado conforme descrito anteriormente por Lourenco-
Gonzalez et al. 2019. Utilizando a ferramenta de limiar do software ImagedJ 1.44
(dominio publico: http://rsb.info.nih.gov/ij/), imagens histolégicas RGB foram
analisadas para determinar a porcentagem de coloragéo da cartilagem. Todas as
imagens representativas das articulacbes estdo na ampliagao original x4. Os
resultados s&o apresentados como média + erro padrdao da média (EPM) de 6
animais por grupo experimental. *P <0,05 vs grupo soluc¢ao salina, #P <0,05 vs
grupo S. aureus (Two-way ANOVA seguida de pos-teste de Tukey).

4.1.8 O tratamento in vitro com RvD2 reduz a producao de citocinas inflamatdrias e aumenta

a atividade bactericida de macréfagos derivados da medula 6ssea

A fim de avaliar se o tratamento com RvD2 seria capaz de alterar a produgao de
citocinas e capacidade microbicida de macréfagos apds estimulo com S. aureus, macréfagos
derivados da medula éssea (BMDM) foram mantidos em cultura e tratados com RvD2 (1, 10
e 100nM) ou veiculo e a viabilidade bacteriana (ensaio de killing) (Fig. 13A), produgao de
nitrito (como medigao indireta da producao de 6xido nitrico) (Fig. 13B) e das citocinas IL-1B e
TNFa (Fig. 13C e 13D) foram quantificados in vitro. A concentragdo de 10nM e 100nM foi
eficaz em reduzir a viabilidade bacteriana, enquanto a concentragao de 100nM elevou de
maneira significativa a produgao de nitrito. Quanto a produgao de citocinas, as concentragoes
de 10 e 100nM diminuiram a produgao de TNFa, e a concentracédo de 1nM reduziu a producao
de IL-1B8 por BMDM. Esses resultados demonstram a capacidade da RvD2 em modular a

atividade microbicida e reduzir a producao de citocinas durante a infeccéo por S. aureus.

4.1.9 O tratamento com RvD2 reduz a migragédo de leucdcitos durante a infecgao por S.

aureus

Para avaliar se a RvD2 alteraria o perfil de migragéo de leucécitos durante a infecgéao
por S. aureus, dois modelos foram utilizados: estimulo intra-articular (i.a.) para indugéo do
modelo de artrite séptica (S. aureus 1x10” CFU/10uL/animal), ou estimulo intra-peritoneal

(i.p.) para a peritonite (S. aureus 1x10” CFU/100uL/animal). Para o modelo de atrite séptica,
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os animais foram tratados com RvD2 (3ng/animal) ou veiculo, em dias alternados, durante 7
dias, quando o lavado articular foi coletado. A infeccdo aumentou consideravelmente o
nuamero de leucécitos totais (Fig 9A), mononucleares (Fig. 9B) e polimorfonucleares (Fig. 9C).
Apos o tratamento com RvD2, a contagem de leucécitos totais (Fig. 9A), mononucleares (Fig.
9B) e polimorfonucleares (Fig. 9C) da articulagdo foram significativamente reduzidas. No
modelo de peritonite, o tratamento com RvD2 (3ng/animal) foi realizado 24h apds o estimulo
com S. aureus. O lavado peritoneal foi coletado apds 48h. Houve aumento significativo do
numero de leucocitos totais (Fig. 9D), mononucleares (Fig. 9E) e polimorfonucleares (Fig. 9F).
O numero absoluto de leucdcitos totais, mononucleares e polimorfonucleares foi reduzido pelo
tratamento com RvD2. O numero de polimorfonucleares, no entanto, ndo diferiu do grupo

tratado com veiculo.
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Figura 9. O tratamento com RvD2 reduz a migrag¢ao de leucécitos durante a
infecgao por S. aureus. (A, B, C) Camundongos foram infectados com S. aureus
1x10” CFU/10uL/animal (i.a.) e tratados com RvD2 (3ng/animal) ou veiculo, i.p., em
dias alternados, por 7 dias. (A) contagem de leucdcitos totais, (B) contagem de
mononucleares, (C) contagem de polimorfonucleares. (D, E, F) O modelo de
peritonite por S. aureus foi induzido pela injecdo intra-peritoneal (i.p.) de 1x10’
CFU/100puL/animal. O tratamento com RvD2 (3ng/animal), i.p., foi realizado 24h
apos a infeccdo. Os animais foram eutanasiados 48h apds a indugdo do modelo e
o lavado peritoneal foi entdo coletado em EDTA 2mM. (D) contagem de leucdcitos
totais, (E) contagem de mononucleares, (F) contagem de polimorfonucleares. Os
resultados estdo expressos em numero de células x 10%mL. *P<0,05 vs grupo
salina; #P<0,05 vs grupo aureus; (One-way ANOVA seguida do pos-teste de
Tukey).
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4.1.100 tratamento com RvD2 reduz a infecgéo por S. aureus

Para confirmar que, apesar do menor niumero de leucécitos observados na cavidade
articular e peritoneal, a quantidade de bactérias vivas seria controlada pelas células imunes
locais, dois experimentos foram realizados. Para o modelo de atrite séptica (figura 10A),
animais foram estimulados com S. aureus (1x10” CFU/10uL/animal, i.a.), tratados com RvD2
(3ng/animal) ou veiculo, por 7 dias, em dias alternados, e o lavado articular coletado no 7° dia;
para o modelo de peritonite (figura 10B), o estimulo foi realizado com S. aureus (1x107
CFU/100puL/animal, i.p.), tratamento com RvD2 (3ng/animal) ou veiculo, 24h apds o estimulo,
e o lavado peritoneal coletado 48h apds o estimulo. O 7° dia foi escolhido para realizar a coleta
no modelo de artrite séptica pois representa o pico da recuperagao bacteriana no modelo,
como mostrado por estudos previamente publicados (Staurengo-Ferrari et al., 2017). O
tratamento com RvD2 reduziu de maneira eficaz o numero de colénias de S. aureus tanto no
espaco articular (figura 13A) quanto no peritoneal (figura 13B), mostrando, assim, que nao

houve prejuizo das capacidades antimicrobianas das células imunes presentes em cada

cavidade.
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Figura 13. O tratamento com RvD2 reduz a infecg¢ao por S.
aureus. (A) Para o modelo de artrite séptica, camundongos foram
infectados com S. aureus (1x10” CFU/animal, i.a.) e tratados com
RvD2 (3ng/animal, i.p.), em dias alternados, por 7 dias. Os animais
foram entdo eutanasiados, e o espago articular foi lavado trés
vezes com 3,3l de salina estéril. (B) Para a indugao da peritonite,
S. aureus foi administrada (1x10” CFU/animal, i.p.) e o tratamento
com RvD2 (3ng/animal, i.p.) foi realizado 24h apds a infecgdo. Os
animais foram eutanasiados 48h apds a indugéo do modelo, € o
lavado peritoneal coletado em salina estéril. Os lavados foram
imediatamente semeados em &gar sangue para contagem do
numero de unidades formadoras de colénia 24h apds a coleta.
#P<0,05 vs grupo aureus (Teste de Mann-Whitney).
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4.2 RESULTADOS OBTIDOS A PARTIR DO MODELO DE ENDOMETRIOSE

4.2.1 O tratamento com Maresina 2 reduz a hiperalgesia mecanica e dor espontanea em

modelo de endometriose em camundongos

A dor pélvica € uma das queixas mais comuns e debilitantes relatadas por pacientes
com endometriose (Song et al., 2023). Para verificar se o tratamento com MaR2 possui efeito
analgésico no modelo, inicialmente foi desenvolvido uma curva dose-resposta testando trés
doses de MaR2: 3ng, 10ng e 30ng/animal, i.p. Vinte e nove dias apds a indugado do modelo,
os animais foram tratados com veiculo ou MaR2 nas doses mencionadas, uma vez ao dia, até
0 56° dia. Foi observado que o tratamento com as doses de 10ng e 30ng/animal foi eficaz em
reduzir a hiperalgesia mecanica (avaliada pelo método de Von Frey eletronico, figura 14A) e
comportamentos de dor espontanea (avaliados pelo numero de contor¢des abdominais, figura

14B e squashing, figura 14C).
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Figura 14. O tratamento com Maresina 2 (MaR2) reduz a hiperalgesia mecanica e
dor espontianea em modelo de endometriose em camundongos. Os animais foram
tratados com MaR2 nas doses de 3, 10 ou 30 ng/animal (i.p.) ou veiculo (salina) a
partir do 29° até o 56° dia ap6s a indugao da endometriose. A hiperalgesia mecéanica
(A) foi avaliada duas vezes anteriormente a indu¢ado da endometriose (basal) € nos
periodos de 7, 14, 21, 28, 35, 42, 49 e 56 dias apés inducdo (d.p.i.). Os
comportamentos de dor espontanea (B-C) foram avaliados no 56° dia apés a indugéo,
somente os grupos em que foi observado redugéo significativa na hiperalgesia
mecanica e grupo veiculo. Os resultados séo apresentados como média + erro padrao
da média (SEM) de 10 animais por grupo experimental. #P <0,05 vs grupo veiculo
(ANOVA de duas vias seguida de pos-teste de Tukey).

4.2.2 O tratamento com MaR2 reduz o tamanho das lesbes de endometriose, sem afetar

percentual de animais com lesdes

Apos ser constatado um efeito analgésico do tratamento com MaR2 no modelo de
endometriose, ao final do modelo (56° dia), lesbes foram dissecadas e medidas para
determinar se o tratamento teria impacto sobre o tamanho das lesdes formadas e o numero
de animais com lesdes. Foi observado que os animais tratados com MaR2 (3ng, 10ng ou
30ng/animal) ndo diferiram dos tratados com veiculo quanto ao niumero de animais com lesdes
visiveis (figura 15B). No entanto, as lesbes presentes nestes animais foram significativamente

menores, em todos os grupos tratados com MaR2 (figura 15A).
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Figura 15. O tratamento com MaR2 reduz o tamanho das les6es, mas nao afeta o
percentual de animais com lesées. (A) As lesbes endometriéticas foram dissecadas no
56° dia apds indugéo (d.p.i.) e medidas com um paquimetro. Os resultados foram expressos
em milimetros pela média de duas medidas (largura e altura). (B) Percentual de animais
com ao menos uma lesao ao fim do 56° d.p.i. Os resultados sdo apresentados como média
* erro padrdo da média (SEM) de 10 animais por grupo experimental. #P <0,05 vs grupo
veiculo (ANOVA de duas vias seguida de pos-teste de Tukey).

4.2.3 O desconforto abdominal resultante da endometriose é amenizado pela MaR2

Em seguida, usamos um ensaio de gradiente térmico para medir a determinagédo do
desconforto geral dos camundongos (figura 16). Este ensaio utiliza gravag¢des de video para
registrar o movimento livre de camundongos sobre a plataforma com um gradiente térmico,
que varia entre 7 e 48°C, sem a presenca de um investigador humano. Camundongos sham
tendem a passar mais tempo em uma determinada temperatura preferida (Que pode variar de
maneira individual). J& camundongos que apresentam desconforto abdominal ficam mais
dispersos ao longo da plataforma, permanecendo menos tempo em cada zona térmica.
Quatro grupos foram analisados: sham, endometriose + tratamento com veiculo,
endometriose + tratamento com MaR2 10ng/animal, e endometriose + tratamento com MaR2
30ng/animal. O mapa de calor mostra que, apesar de haver diferengas na preferéncia
individual por determinadas zonas de temperatura, animais do grupo tratado com MaR2
10ng/animal se assemelharam ao grupo sham, passando mais tempo (em segundos) na zona
de temperatura preferida. O grupo tratado somente com veiculo, assim como o grupo tratado
com MaR2 na dose de 30ng/animal permaneceram menos tempo nas zonas de preferéncia,
sinalizando maior desconforto abdominal. Logo, a dose de 10ng/animal de MaR2 foi a

escolhida para prosseguir com os demais experimentos do estudo.
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Figura 16. Maresina 2 normaliza as mudangas na preferéncia térmica
associadas a dor causada pela endometriose. (A) Mapa de calor do tempo
médio gasto (em segundos) por cada grupo em cada uma das zonas no ensaio
de gradiente térmico. (B) A fim de minimizar diferencgas relativas as preferéncias
individuais por determinadas temperaturas dentro de cada grupo, foi analisado
o tempo gasto nas duas zonas preferidas por cada animal (duas zonas em que
cada um passou mais tempo dentro do tempo total de analise — 60 minutos).
Considerando que o desconforto causado pela dor associada a endometriose
leva os animais @ uma maior dispersao entre as zonas, um maior tempo gasto
nas zonas preferidas sugere menor desconforto. O tratamento com MaR2 ou
veiculo foi realizado diariamente a partir de 29 d.p.i. e ocorreu apos testes
comportamentais. Os resultados sdo expressos como média * erro padrao da
média (SEM) de 10 animais por grupo por experimento, 2 experimentos
independentes (#P< 0,05 vs grupo veiculo; ANOVA de uma via seguida pelo
post hoc de Tukey).

997 4.2.4 Maresina 2 altera o perfil de expressdo de RNAm nas células da cavidade peritoneal
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de animais com endometriose

Para auxiliar na elucidacdo dos mecanismos pelos quais a MaR2 reduz a dor e o
tamanho da lesédo, utilizamos a técnica de bulk RNAseq, que analisa o perfil de expressao
génica, das células do lavado peritoneal, ou seja, do ambiente onde se estabelecem as lesdes
de endometriose. Duas analises foram realizadas, comparando amostras de camundongos
sem lesdes (sham, controle negativo) com amostras de camundongos com endometriose e
tratados com veiculo (figuras 17A e 17B); e uma segunda analise, comparando amostras de
camundongos com endometriose e tratados com veiculo com amostras de camundongos com
lesbes e tratados com MaR2 (figuras 17C e 17D). Os genes diferencialmente expressos (entre
0s grupos comparados) estdo visualmente representados no volcano plot (figuras 17A e 17C).
Na figura 17A, podemos observar que 123 genes foram regulados positivamente no grupo
veiculo e 124 regulados negativamente, quando comparados com o grupo controle negativo.
Véarios destes genes estdo relacionados a macrofagos e mediadores produzidos por
macrofagos. A figura 14B, andlise Go Pathway, que aponta as categorias de genes com
maiores diferengas observadas, mostra que essas categorias tém relagcdo com a quimiotaxia
e sobrevivéncia de leucécitos (alguns exemplos incluem CCR5 e CCR2, Gas6 e CCL6). Além
disso, genes relacionados a citocinas, quimiocinas e alteragdes vasculares foram afetados
pela endometriose. Na segunda analise (figura 17C), 80 genes foram regulados positivamente
no grupo veiculo e 64 regulados negativamente, quando comparados com o grupo tratado
com MaR2. Nesta andlise, o volcano plot (figura 17C) mostra novamente genes relacionados
a macréfagos sendo regulados positivamente no veiculo, o que significa que o tratamento foi
capaz de regular negativamente esses genes no grupo MaR2. A analise Go Pathway (figura
17D), mais uma vez, demonstrou haver varios genes envolvidos na regulagao positiva da
quimiotaxia no controle positivo quando comparado ao grupo tratado com MaR2
(representados, por exemplo, pelas proteinas Gas6, CCR7, CX3CR1, TRPV4). Estes
resultados sugerem que o tratamento com MaR2 modifica o ambiente das lesdes de
endometriose de modo a atenuar a quimiotaxia de leucécitos, reduzindo a inflamacao

associada a endometriose no microambiente peritoneal.
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Figura 17. O perfil de expressdo de genes associados principalmente a quimiotaxia
muda em células da cavidade peritoneal de camundongos com endometriose, e o
tratamento com MaR2 modifica o perfil observado. O lavado peritoneal de camundongos
saudaveis (sham) e com endometriose e tratados com veiculo ou MaR2 (10ng/animal, i.p.)
foram coletadas no dia 56 do modelo. O RNA foi extraido e amostras foram enviadas para
sequenciamento e analise através da técnica de Bulk RNAseq. Foram comparadas
amostras de camundongos sham versus grupo veiculo (painéis A e B), assim como
amostras de camundongos tratados com veiculo versus MaR2 (painéis C e D). Em (A) e
(C), o grafico volcano plot representa os genes diferencialmente expressos (Log. fold
change) entre os grupos comparados. Em (B) e (D), a analise Go Pathway exibe categorias
de genes com maior diferenga entre os grupos.

1027 4.2.5 O perfil de citocinas nas lesdes endometrioticas é alterado pelo tratamento com MaR2

1028 Como as citocinas e quimiocinas sédo importantes mediadores inflamatérios envolvidos
1029  na migragao leucocitaria e na dor, utilizamos um kit de Cytokine Array para verificar o perfil de
1030 producédo dessas moléculas em lesbes de endometriose, e se a MaR?2 alteraria esse perfil. O

1031 kit em questdo detecta 111 citocinas, quimiocinas e moléculas de ades&o. Foram analisados
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tecidos uterinos de camundongos sham, lesées de endometriose de camundongos tratados
com veiculo e lesdes de camundongos tratados com MaR2. Imagens das membranas
resultantes do ensaio estdo mostradas na figura 18B. Apds a revelagao das membranas, o
background foi subtraido de cada leitura e foi estabelecido um limite (threshold) minimo para
todos os grupos (valores >0,07 foram considerados como expressao positiva). No total, 62
citocinas e quimiocinas foram diferencialmente expressas. Na figura 18A, as moléculas
diferencialmente expressas estdo representadas em um mapa de calor, e os valores
representam a razao entre as leituras Veiculo/Sham e MaR2/Sham. Dentre elas, destacam-
se a angiopoietina 2 e VEGF, que sao importantes no estabelecimento das lesées devido a
extensa angiogénese; ICAM-1, VCAM-1, moléculas de adesdo que participam da migracao
de leucécitos para o tecido; CCL12, CX3CL1, CXCL13, quimioatraentes de leucdcitos durante
o processo inflamatério; Gas6, M-CSF, G-CSF, proteinas estimuladoras da sobrevivéncia,
proliferacao e diferenciacao de leucdcitos; proteina C-reativa, cujas concentragdes circulantes
aumentam em resposta a inflamacao; todas elevadas nas lesées de camundongos tratados
com veiculo, quando comparados ao tecido uterino saudavel (sham). Nas lesdes do grupo
que recebeu tratamento com MaR2, a expressao de todas as proteinas citadas foi menor. Isso
indica que a MaR2, em certo nivel, normaliza as altera¢gées no panorama de mediadores pro-

inflamatorios das lesdes de endometriose.
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Figura 18. O perfil de citocinas nas les6es endometridticas é alterado pelo
tratamento com MaR2. As lesdes foram coletadas no 56° dia d.p.i. (grupos Veiculo e
MaR2 10ng) assim como o tecido uterino de animais Sham para fins comparativos do
perfil de citocinas. O kit “Proteome Profiler Mouse XL Cytokine Array” (R&D Systems)
utilizado consiste em um ensaio baseado em membranas (B) com anticorpos para 111
diferentes citocinas e quimiocinas presentes em camundongos. As citocinas e
quimiocinas com leitura positiva no resultado do ensaio estdo exibidas em (A),
representadas em um mapa de calor de acordo com a intensidade de expressao. Apos
a leitura das membranas, o background foi subtraido de cada leitura e com esse resultado
foi estabelecido um threshold para todos os grupos (valores >0,07 foram considerados
expressao positiva).
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4.2.6 A migracao de leucdcitos e a expressao de Receptores de Estrégeno a (ERa) na lesao

sdo reduzidos apoés o tratamento com MaR2

Como a endometriose é uma doenca inflamatéria altamente dependente de estrégeno
(Chantalat et al., 2020) o proximo passo foi avaliar se a migracao de leucécitos para a lesao
€ a expressao do receptor de estrégeno a (ERa) seriam alterados pela MaR2. Foi realizado
um ensaio de imunofluorescéncia das lesdes coletadas de animais tratados com veiculo ou
MaR2. Os cortes foram marcados com F4/80 (macréfagos residentes) e Ly6C (mondcitos)
(figura 19A), ou Receptor de Estrégeno a (ERa) e Ly6G (neutrdfilos) (figura 19B). A
intensidade média de fluorescéncia (MFI) foi quantificada para cada marcagéo. Os resultados
obtidos sugerem que a quantidade de mondcitos (células Ly6C*) e neutréfilos (células Ly6G™*)
presentes nas lesées foi menor no grupo que recebeu tratamento com MaR2. O numero de
macrofagos residentes (células F4/80%), por sua vez, ndo foi alterado de forma significativa.
Além disso, a expressao de ERaq, receptor de estrogeno necessario para o estabelecimento e
crescimento das lesdes de endometriose (Burns et al., 2012), foi atenuada apés o tratamento
com MaRz2.
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Figura 19. A migracdao de mondcitos e neutréfilos para a lesdo é reduzida pelo
tratamento com MaR2, assim como a expressao de Receptores de Estrogeno a (ERa)
na lesdao. Apds 56 dias, as lesdes de animais induzidos e tratados com MaR2 10ng ou
veiculo foram coletadas e marcadas com F4/80 (macréfagos residentes) e Ly6C
(mondécitos), ou Receptor de Estrogeno a (ERa) e Ly6G (neutrdfilos). O tratamento com
MaR2 foi eficaz em reduzir a migragcao de mondcitos (A — painel inferior) e neutrdfilos (B —
painel inferior) para a lesdo, mas n&o reduziu o numero de macrofagos teciduais (A — painel
superior). O mediador lipidico também reduziu a expressdo de ERa (B — painel superior),
um receptor de relevancia no desenvolvimento da endometriose. Imagens representativas
de cada grupo estao exibidas em (A) e (B). Os resultados sdo expressos como média *
erro padrao da média (SEM) de 10 animais por grupo, 2 experimentos independentes
(*P<0,05 vs veiculo; teste t de Student).

4.2.7 O tratamento com MaR2 reduz a fibrose na lesao

O proximo passo foi verificar se a MaR2 teria impacto na formacao de fibrose das

lesGes, uma vez que a fibrose € uma caracteristica da inflamacgéao crénica. Lesdes de grupos

tratados com veiculo ou MaR2 foram coletadas e coradas com tricrobmio de masson (Figura

20), para evidéncia das fibras colagenas, indicativas de fibrose. A porcentagem da area

positiva para fibras colagenas foi significativamente maior no grupo tratado com veiculo, o que

sinaliza maior formacao de fibrose. Juntamente com o resultado da expressao de ERa, menor

formacéao de fibrose e menor expressao de receptor para estrégeno pode ser um mecanismo

pelo qual observamos uma redug&o no tamanho da lesdo no grupo tratado com MaR2.
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Figura 20. O tratamento com MaR2 reduz a fibrose na lesao de endometriose. As
lesdes coletadas no dia 56 foram enviadas para serem seccionadas e coradas para tricromo
de Masson; usando o software de imagem J, calculou-se a porcentagem (%) de area
contendo fibras colagenas (indicativas de fibrose) (B). A fibrose no tecido foi
significativamente maior no grupo veiculo quando comparada ao grupo tratado com MaR2,

como mostrado nas imagens representativas em (A).
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5 DISCUSSAO

Dor e edema articular acarretam a perda da funcionalidade articular, e sao os principais
sintomas relatados por pacientes acometidos pela artrite séptica (Rowton, 2013). A reducao
da dor e inflamagao aliados ao controle do processo infeccioso é o principal objetivo
terapéutico do tratamento da artrite séptica. Os resultados apresentados no presente estudo
sugerem um efeito benéfico dos mediadores lipidicos pro-resolucdo MaR1 e RvD2 no
tratamento da infeccao causada por S. aureus em um modelo murino de artrite séptica. Nos
observamos com os tratamentos uma reducgao no desconforto e alivio da dor articular, com
atenuacido do edema articular e melhora nos sinais clinicos visuais avaliados pelo score
clinico. Como demonstrado previamente na literatura, o pico da proliferacdo bacteriana no
modelo acontece no 7° dia (Staurengo-Ferrari et al., 2017, 2018). O numero de bactérias
viaveis recuperadas na articulagcdo no 7° dia pds infeccao foi expressivamente menor nos
grupos tratados com MaR1 ou RvD2, respectivamente. A destruicdo cartilaginosa
consequente da prépria infec¢ao juntamente com o infiltrado inflamatério foi significativamente
reduzida pelos tratamentos, o que condiz com o menor nimero de leucdcitos observados no
espacgo articular nos mesmos grupos, bem como o aumento do efeito bactericida e anti-

inflamatério, demonstrado in vitro e em modelo de peritonite induzida por S. aureus.

A injegao intra-articular de S. aureus produz um quadro hiperalgésico que se mantém
ao longo de todos os 28 dias do modelo e se assemelha a outros estudos anteriormente
publicados avaliando infecgao articular bacteriana (Boff et al., 2018a; Staurengo-Ferrari et al.,
2017, 2018). Durante a infecgdo, além de mediadores proé-inflamatdrios liberados por
leucécitos agirem diretamente em nociceptores durante a comunicao neuroimune causando
uma sensibilizagao neuronal (Pinto; Pinho-Ribeiro; Verri, 2021), micro-organismos (como a S.
aureus, por exemplo) séo descritos por ativarem diretamente o nociceptor, induzindo o influxo
de célcio neuronal por meio de peptideos N-formilados e toxinas formadoras de poros (Chiu
et al., 2013). Desta maneira, aqui demonstramos que os tratamentos com MaR1 ou RvD2
reduzem a hiperalgesia mecanica e desconforto articular causados pela infecgéo bacteriana,
controlando o processo inflamatdrio local como observado pela diminuicdo do inchago
articular e melhora no score clinico, que abrange a observagdo macroscépica do eritema,
edema, perda de fungao e presenca de abcesso no local. Estudos prévios descrevem que
mediadores lipidicos pro-resolu¢ao controlam a dor inflamatéria sem causar imunossupressao
(Fattori et al., 2020b). Por exemplo, o tratamento com MaR1 reduz a hiperalgesia induzida por
adjuvante completo de Freund (CFA) (Fattori et al., 2018) e o influxo de calcio induzido por
capsaicina em neurdnios TRPV1 (Serhan et al., 2009). Similarmente, RvD2 inibe a ativacao
de neurbnios TRPV1 e TRPA1 (Lu et al.,, 2021; Park et al.,, 2011), além de diminuir a
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hiperalgesia em modelo de dor neuropatica em ratos (Yang et al., 2023). O edema tecidual
também foi reduzido por estes mediadores em modelos de cistite e lesdo pulmonar aguda (Lu
et al., 2021; Qiao et al., 2020).

O recrutamento leucocitario € um evento de suma importancia durante o processo
inflamatério. A ativagdo de células residentes e recrutadas resultam na produgdo de
mediadores inflamatoérios que modulam a resposta imune, contribuindo para a contencao
bacteriana, mas também para a destruicao tecidual (Nathan; Ding, 2010). Neutrdfilos, também
chamados de polimorfonucleares, sao as primeiras células fagociticas a serem mobilizadas
para o local primario da infecgdo durante a fase aguda da inflamacgéao (Phillipson; Kubes, 2011)
com subsequente liberagdo de proteases, citocinas e quimiocinas, que estimulam o
recrutamento de mais leucécitos e degradam a matriz extracelular (Faurschou; Borregaard,
2003; Soehnlein et al., 2008). Os resultados aqui apresentados sugerem que o recrutamento
leucocitario exacerbado causado pela infeccdo com S. aureus, tanto no espacgo articular
quanto em modelo de peritonite, foram amenizados pelos tratamentos com MaR1 ou RvD2.
De fato, o controle do influxo de leucdcitos frente a quadros infecciosos realizado por estes
mediadores € um efeito observado por diversos outros trabalhos na literatura, sem que
houvesse prejuizo ao hospedeiro por descontrole da proliferagdo microbiana (Chiang et al.,
2015; Li et al., 2016; Siddiqui et al., 2019; Spite et al., 2009; Tang et al., 2019).

Como um dos mecanismos microbicidas exercidos por células fagociticas, ha a
producao de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio. O éxido nitrico (NO), por exemplo, é
capaz de contribuir para a fungdo antimicrobiana da explosao respiratéria sem deixar de
preservar as células hospedeiras de lesbes oxidativas: ao mesmo tempo que pode
potencializar a citotoxicidade do perdxido de hidrogénio contra bactérias como a E. coli, o NO
protege contra a mesma citotoxicidade em células de mamiferos (Pacelli et al., 1995). Através
do ensaio de Griess, que é usado para medir concentragdes de 6xido nitrico que, em solugdes
liquidas (sobrenadante da cultura celular), é convertido em nitrito (NO>"), foram observados
um aumento significativo da concentragdo de NO2 apds o tratamento de macrofagos com
MaR1 ou RvD2. Além disso, o NO também é um modulador enddégeno que regula
negativamente a adesao de leucécitos (Kubes; Suzuki; Granger, 1991). Um estudo publicado
por Spite e colaboradores (Spite et al., 2009) mostrou que a reducao do recrutamento de
leucécitos pela RvD2 é dependente do 6xido nitrico. Assim, 0 aumento na producao de NO
subsequente ao tratamento com SPMs pode ser um dos mecanismos pelos quais esses
mediadores sao capazes de exercer efeito microbicida enquanto controlam a migragao celular

exacerbada para o foco inflamatério.

A destruicéo da cartilagem causada pelo acumulo de neutrofilos € uma caracteristica

proeminente da artrite séptica (Alder et al., 2020; Hellvard et al., 2013). Citocinas como o TNFa
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e IL-1B s&o responsaveis pela ativagao de células imunes que geram proteases, contribuindo
para a degradacéo tecidual (Cassatella, 1995; Kwon et al., 2021). A perda de funcéo articular
permanente por consequéncia dos danos na cartilagem e erosao 6ssea se desenvolve em
25-50% dos pacientes que sofrem de artrite séptica (Chen et al., 2013). O modelo utilizado
neste projeto é caracterizado por espessamento da membrana sinovial e da articulagdo como
um todo, sendo preenchida por um exsudato inflamatorio denso e desorganizagdo morfoldgica
articular (Staurengo-Ferrari et al., 2017), mimetizando assim o dano tecidual observado em
pacientes. Nos grupos tratados com MaR1 ou RvD2, o score de destruicao cartilaginosa assim
como o percentual da area cartilaginosa corada por azul de toluidina foram significativamente
melhorados, preservando a arquitetura do tecido infectado por S. aureus. Alguns dos fatores
contribuintes para este desfecho podem ser a capacidade de inibir o influxo leucocitario, a
menor produc¢ao de citocinas inflamatérias e a capacidade desses SPMs em aumentar o killing
bacteriano, como demonstrado pelos demais resultados deste estudo. Outro fator
possivelmente contribuinte é a maior capacidade de regeneracao tecidual proporcionada pela
acao dos SPMs: estudos previamente publicados mostram que animais tratados com RvD2
ou MaR1 apresentaram cicatrizacdo mais rapida e regeneragdo Ossea significativa
(Albugquerque-Souza et al., 2020; Huang et al., 2020; Menon; Krzyszczyk; Berthiaume, 2017;
Siddiqui et al., 2019).

Uma abordagem comumente explorada para estudo e tratamento da artrite séptica € a
determinagao de imunomarcadores da doenca em pacientes. Um estudo comparou niveis de
biomarcadores no liquido sinovial de pacientes com pos-operatério de protese articular mal-
sucedido, tanto por causas infecciosas quanto assépticas. Os niveis de IL-1B no liquido
sinovial foram em média 258 vezes maiores em pacientes com infeccao periprotética em
comparagao aos pacientes sem quadro infeccioso (Deirmengian et al., 2010). Similarmente,
outros estudos associaram maiores niveis de citocinas pré-inflamatoérias, entre elas IL-1 e
TNFa, com infec¢des periprotéticas por Staphylococcus (Gollwitzer et al., 2013; Masters et
al., 2022). Ghosh e colaboradores demonstraram que o uso de anticorpos anti-TNFa e anti-
IL-18 em combinagdao com o uso de antibiético melhora de maneira significativa o quadro de
animais com artrite séptica induzida por S. aureus, diminuindo a carga bacteriana e a
producao de EROs e MPO por neutréfilos (Ghosh et al., 2023). Portanto, podemos inferir que
a produgao exacerbada dessas citocinas durante a artrite infecciosa resulta em prejuizos ao
hospedeiro. Experimentos realizados in vitro com macréfagos BMDM estimulados por S.
aureus mostraram que o aumento dos niveis de IL-13 e TNFa foram significativamente
atenuados pelos tratamentos com MaR1 ou RvD2 neste estudo. Evidéncias sugerem que a
RvD2 é capaz de inibir o priming e ativagdo do inflamassoma NLRP3 em macroéfagos,

resultando em menor liberagdo de IL-1B no modelo de peritonite (Lopategi et al., 2019),
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enquanto a MaR1 diminui niveis de TNFa e IL-1B por inibir as vias NF-kB/STAT3/MAPK em
modelo de sepse (Sun et al., 2019a) e por induzir a translocag¢ao do fator nuclear eritroide 2
relacionado ao fator 2 (Nrf2) (Ruiz et al., 2019). Estes mecanismos poderiam explicar, ao
menos parcialmente, a redugao nos niveis de citocinas observadas in vitro; no entanto, novos
experimentos serao realizados para confirmagdo, assim como a dosagem desses niveis

também in vivo.

Tao essencial quanto o controle do processo inflamatorio € a contencao da replicagcao
bacteriana durante um quadro infeccioso. Um dos principais fatores de risco associados a
morte diretamente atribuivel a artrite séptica é a bacteremia (Ferrand et al., 2016). Evidéncias
da literatura mostram que uso de SPMs é eficaz no combate de quadros infecciosos (Chiang
et al., 2015; Diaz et al., 2017; Seki et al., 2010; Walker et al., 2011; Wu et al., 2015, 2016),
haja vista que eles conseguem reduzir o processo inflamatério, com redugéo do recrutamento
de leucdécitos, e os que sao recrutados para o tecido infectado apresentam uma capacidade
bactericida elevada, sugerindo o efeito superior desta classe de moléculas quando
comparamos com anti-inflamatérios nao esteroidais que reduzem a inflamagao e
recrutamento de leucdcitos, porém sem ag¢ao no controle infeccioso. Dessa forma, os SPMs
sdo descritos por n&o causar imunossupressao no hospedeiro, mas sim modulam as
atividades antimicrobianas em macréfagos, os tornando mais eficientes em sua atividade
bactericida. Demonstramos que macréfagos infectados com S. aureus tiveram a capacidade
fagocitica aumentada apds o tratamento com MaR1 ou RvD2, como demonstrado pela
viabilidade bacteriana in vitro. Ja foi constatado previamente que a ligagao da RvD2 com seu
receptor, GPR18, resulta na fosforilacdo de CREB, ERK1/2 e STAT3, que sdo componentes
e vias de sinalizagdo envolvidas no aumento da atividade fagocitica de macréfagos,
resultando em menor carga bacteriana — efeito que foi abolido em animais deficientes para o
receptor GPR18 (Chiang et al., 2017). J4 a MaR1 é capaz de induzir a expressao da proteina
bactericida e indutora de permeabilidade (BPI), que causa lise bacteriana (Ruiz et al., 2019).
Além do ensaio de killing in vitro, também foi demonstrado uma redugao expressiva na
recuperacao bacteriana no espago articular e em modelo de peritonite nos grupos tratados
com MaR1 ou RvD2, quando comparados ao grupo tratado somente com veiculo. Esses
resultados corroboram com outros da literatura onde o tratamento com RvD2 diminuiu a carga
bacteriana local e sistémica em modelo de ligadura e pungao cecal (CLP) (Spite et al., 2009)
e periodontite periapical (Siddiqui et al., 2019), enquanto o SPM MaR1 exibiu efeito protetor
em modelo de sepse por reduzir a bacteremia no soro de camundongos (Li et al., 2016). Um
estudo conduzido por Chiang e colaboradores (Chiang et al., 2012) mostrou que animais
tratados com SPMs ou antibiéticos, isoladamente, apresentam diminui¢gdo na quantidade de

colénias de S. aureus em dez vezes, mas, quando combinados, reduzem a contagem
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bacteriana em cem vezes (Chiang et al., 2012), reduzindo significativamente a quantidade de
antibiotico necessaria para conter a infeccdo. Apesar do estudo em questdo nao ter avaliado
especificamente a MaR1 e RvD2, pode-se sugerir que os mediadores lipidicos analisado
neste estudo possuem um potencial microbicida relevante, podendo contribuir no tratamento

de doencgas infecciosas.

A polarizagdo de macréfagos pode ser dividida simplificadamente em macrofagos
classicamente ativados ou alternativamente ativados (Murray; Wynn, 2011). O primeiro tipo
secreta principalmente mediadores pro-inflamatérios/antimicrobianos e desempenha um
papel importante na fase inicial da inflamagao, enquanto o alternativamente ativado exibe um
perfil anti-inflamatério e participa da reparacéo tecidual. Macréfagos pré-resolutivos (Mres),
por sua vez, possuem um fenaétipo inflamatério Unico, mantendo um certo nivel de capacidade
microbicida ao mesmo tempo em que expressam marcadores relacionados ao fendtipo
alternativamente ativados. A mudanca de fendtipo de classicamente ativado para o pro-
resolutivo € um mecanismo exercido pelos SPMs que confere os efeitos caracteristicos.
Macrofagos em cultura, quando tratados com MaR1 ou RvD2, expressam marcadores
caracteristicos do fendtipo alternativo como a superexpressdo de CD163 (receptor de
hemoglobina-haptoglobina), e MCP1 (também chamado de CD206, ou receptor de manose)
(Dalli et al., 2013; Marcon et al., 2013; Shan et al., 2020). Em um contexto em que ha
inflamagao autoresolutiva, Mres expressam significativamente IL-10, 6xido nitrico sintase
induzivel (iNOS), COX2, receptor de manose e AMP ciclico (cCAMP), sendo este ultimo um
potente imunomodulador: os niveis de cAMP s&o expressivamente maiores em Mres quando
comparados aos macrofagos pro-inflamatérios (Bystrom et al., 2008). Dessa forma,
macréfagos Mres preservam em parte a capacidade antimicrobiana do tipo classicamente
ativado, ao mesmo tempo em que produzem mediadores anti-inflamatérios e de reparo.

O segundo modelo de doenga avaliado no presente trabalho, 0 modelo nao cirdrgico de
endometriose, apresenta um quadro de hiperalgesia mecanica e formagao de lesbes, e que
responde a drogas comumente utilizadas na clinica para tratamento da dor associada a
endometriose (Fattori et al., 2020a). O modelo também recapitula muitas caracteristicas do
fendtipo da doenga observado em mulheres, principalmente em relagao a dor espontanea —
o desconforto pélvico € um dos principais sintomas que levam a procura por atendimento
médico (Song et al., 2023). Até o momento, este € o primeiro trabalho a avaliar a eficacia da
MaR2 em um modelo pré-clinico de endometriose. Os resultados obtidos demonstram que a
hiperalgesia foi atenuada apds o inicio do tratamento com MaR2 nas doses de 10 e 30ng, e
as mesmas doses também reduziram pardmetros de dor espontdnea em animais com
endometriose. Em outros modelos de dor, a MaR2 se mostrou um tratamento analgésico

eficaz também na faixa de nanogramas (Fattori et al., 2022; Lopes et al., 2023). O desconforto
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e sensibilidade abdominal causados pela endometriose também foram detectados pelo ensaio
de gradiente térmico, onde uma maior dispersao pela plataforma é comumente observada em
camundongos com dor (Alexandre et al., 2017; Fattori et al., 2020a); o tratamento com MaR2
resultou em um maior tempo gasto em zonas térmicas especificas, indicando melhora no
desconforto pélvico .

Ja foi demonstrado anteriormente que células da cavidade peritoneal, microambiente
onde se estabelecem grande parte das lesdes de endometriose, apresentam um perfil
imunolégico alterado durante o desenvolvimento dessa doenga (Zou et al., 2021). Tanto
células da imunidade inata quanto adaptativa presentes na cavidade peritoneal
desempenham um papel central na patogénese da endometriose (Chen et al., 2023), e a
desregulacao imunolégica peritoneal facilita o crescimento de lesdes endometridticas
(Symons et al., 2018). Através da técnica de bulk RNAseq, observamos que 123 genes foram
supraregulados e 124 infraregulados nas células do lavado peritoneal de camundongos com
endometriose (e tratados com veiculo), quando comparados a camundongos sem a doenca.
Estas modificagdes no perfil de expressao foram, em grande parte, relativas a quimiotaxia e
fagocitose. O microambiente peritoneal, durante a endometriose, superexpressa, por
exemplo, CCL6, CCR5, CCL2, Gas6, SPP1, TGFB2, NRP1 e LYVE1. Genes comumente
ligados a atividade quimiotatica incluem CCL6, CCR5 e CCR2, sendo este ultimo um dos
principais receptores envolvidos na migracdo de fagocitos mononucleares (Stokes;
Surprenant, 2007). A ligagéo da proteina Gas6 (growth arrest-specific gene 6) ao seu receptor
afeta a proliferagdo, sobrevivéncia, adesdo e migragao celular e apresenta um efeito anti-
inflamatdrio ou pré-inflamatério, dependendo do tipo celular envolvido (Van Der Meer; Van
Der Poll; Van't Veer, 2014). Camundongos deficientes para Gas6 apresentaram redugao da
inflamacgao hepatica, menor infiliracdo de macréfagos, e diminuicdo da expressao de IL-183,
TNF-q, linfotoxina-B e MCP-1/CCL2 (Fourcot et al., 2011). Apesar de ser expressa tanto em
tecido uterino saudavel quanto na endometriose, 0 RNAm para Gas6 ¢é significativamente
mais expresso no tecido endometridtico (Sun et al., 2002). O gene SPP1 (secreted
phospholipase protein 1) esta ligado a um subtipo de macréfagos pro-fibréticos (Hoeft et al.,
2023), e é superexpresso por um cluster especifico de macrofagos peritoneais na
endometriose (Zou et al., 2021).

Além dos ja citados, a NRP1 (neuropilin 1), glicoproteina envolvida no processo de
angiogénese, é superexpresso no tecido ectopico (Yerlikaya et al., 2016) e ja foi descrita como
biomarcador sérico no diagndstico da endometriose (Barberic et al., 2020). Ademais, células
endometridticas positivas para LYVE1 (um marcador de vasos linfaticos) estao relacionadas
com casos de endometriose profunda infiltrativa (Keichel et al., 2011) e com linfangiogénese
em determinados adenocarcinomas endometriais (Koukourokis et al., 2005). Além disso, os

niveis do fator de crescimento transformante beta (TGF-B) estdo aumentados no liquido
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peritoneal, soro, endométrio ectdpico e peritdbnio de mulheres com endometriose, além de
estar ligado ao aumento da sobrevivéncia, proliferacédo e invasao de células de tecido ectépico
na formacado das lesdes (Young et al, 2017). Logo, diversos genes que se mostraram
supraregulados na analise do bulk RNAseq condizem com o ambiente inflamatério da
endometriose observado por outros estudos publicados na literatura.

Ainda na analise do bulk RNAseq, comparamos também o perfil de expressdo génica
de células da cavidade peritoneal de camundongos endometriéticos tratados com veiculo com
aqueles tratados com MaR2. O volcano plot mostra diversos genes relacionados a
macrofagos sendo regulados positivamente no veiculo, o que significa que o tratamento com
MaR2 foi capaz de regular negativamente esses genes. No total, 80 genes estéo
supraregulados e 64 infraregulados no grupo veiculo, quando comparado ao grupo MaR2. O
gene Gasb esta significativamente mais expresso no grupo veiculo do que no grupo tratado
com MaR2. O gene TGFBI, cujos niveis sdo mais altos no fluido peritoneal de mulheres com
endometriose (JanSa et al., 2021), esta consideravelmente mais expresso nas células do
grupo veiculo. No cancer de ovario, o TGFBI expresso por células peritoneais aumenta a
adesdo, motilidade e invasao celular, aumentando a capacidade metastatica das células
cancerigenas (Ween et al., 2011). Os receptores de potencial transitério (TRPs), canais
ibnicos expressos em neurdnios sensoriais, ja foram descritos por participarem da dor pélvica
na endometriose (Rocha et al., 2011) e fiboras TRPV1" e TRPA1" j& foram observadas nas
lesbes formadas no modelo utilizado neste estudo (Fattori et al., 2020a). O TRPV4, outro
membro da familia TRPV, esta superexpresso no grupo veiculo, o que sugere que O
tratamento com MaR2 reduziu sua expressdo nas células da cavidade peritoneal. Ja foi
demonstrado que o TRPV4 medeia a adesdo e quimiotaxia de neutrdfilos, bem como a
producao de espécies reativas de oxigénio por macréfagos (Michalick; Kuebler, 2020).
Evidéncias mostram que a Resolvina D1, outro mediador lipidico pro-resolugao, inibe o
TRPV4, atenuando a dor (Bang et al., 2010). De modo geral, estes resultados sugerem que o
microambiente onde se estabelecem as lesbes de endometriose apresentaram um perfil
inflamatdério atenuado, desfavorecendo o desenvolvimento de lesdes e de fibras sensoriais
que contribuiriam para a gravidade da doenga no modelo.

Apds analisar o microambiente das lesbes (cavidade peritoneal), buscamos
compreender como o perfil de mediadores inflamatérios se apresentaria no tecido das lesbes
coletadas. Através do ensaio de cytokine array, analisamos amostras do tecido uterino de
camundongos sham, lesdes de animais tratados com veiculo e lesbes de camundongos
tratados com MaR2. No total, 62 citocinas e quimiocinas foram diferencialmente expressas
entre os grupos. A angiogénese é um processo crucial durante o estabelecimento das lesdes,
para que o tecido ectdpico prolifere e sobreviva (Garcia Manero et al.,, 2013). O VEGF e a

angiopoietina-2, duas importantes moléculas envolvidas na angiogénese (Bohn et al., 2017),
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foram detectadas em maior quantidade nas lesdes do grupo tratado veiculo, quando
comparado ao tecido uterino (sham). Ja no grupo tratado com MaR2, a proporgéo foi bem
menor, sugerindo que este SPM interfere no progresso das lesbes também por diminuir a
angiogénese. ICAM-1 e VCAM-1, que desempenham fungdo de ativacdo do endotélio e
promovem a adesao leucocitaria durante a migracao (Singh et al., 2023), também tiveram
seus niveis aumentados no tecido ectdpico e atenuados pela MaR2. De fato, os niveis de
RNAm para ICAM-1 e VCAM-1 sao significativamente maiores no tecido ectdpico do que no
endométrio (Garcia Manero et al., 2013).

Comparavelmente ao observado na analise RNAseq, os niveis de varias citocinas e
quimiocinas detectadas no cytokine array foram atenuados pela MaR2: CCL12, CX3CL1,
CXCL13, CXCL5, CXCL16 — todas previamente detectadas em altos niveis durante a
endometriose (Franasiak et al., 2015; Han et al., 2015; Ji et al., 2023; Kitaya; Yasuo, 2010;
Peng; Ma; Lin, 2019). Proteinas envolvidas na sobrevivéncia, proliferacao e diferenciagédo de
leucécitos como o M-CSF (macrophage colony-stimulating fator) e G-CSF (granulocyte
colony-stimulating fator) estao presentes em maior quantidade nas lesdes do grupo veiculo,
assim como a Gas6, detectada também pela andlise do RNAseq. A citocina IL-33, cujos niveis
estdo elevados em mulheres com endometriose (Mbarik et al., 2015) e esta relacionada com
a incidéncia de endometriose profunda infiltrativa (Santulli et al., 2012), foi atenuada pelo
tratamento com a MaR2. A IL-33 também estimula a proliferacao e vascularizacido de lesées
de endometriose em camundongos (Miller et al., 2017). Além dos mediadores inflamatérios
mencionados, lesdes de animais tratados com MaR2 também apresentaram niveis reduzidos
de proteina C reativa, metaloproteinase-3 (MMP-3), proteinas do sistema complemento e
mieloperoxidase — todos parametros inflamatérios anteriormente associados a endometriose
(Cho et al., 2008; Luddi et al., 2020; Rahal et al., 2023; Santanam; Zoneraich; Parthasarathy,
2017). Em concordancia com a analise do bulk RNAseq, demonstramos que o tecido das
lesdes tratadas com MaR2 apresentaram uma redugao em moléculas pro-inflamatarias, efeito
comumente exercido por lipidios pro-resolucgéo.

Por apresentar niveis reduzidos de quimioatraentes de leucdcitos, testamos se a
migracdo de mononucleares e neutrdéfilos para a lesédo seria afetada também pelo tratamento
com MaR2. Imunomarcagdes para mondcitos (Ly6C*) e neutrdfilos (Ly6G*) evidenciaram que
a MaR2 reduziu o recrutamento dessas células para a lesdo, quando comparado ao grupo
veiculo. Uma vez na lesdo, neutrdfilos e macréfagos produzem mediadores inflamatérios
adicionais que contribuem para o estabelecimento e crescimento da lesdo, além da
sensibilizacdo neuronal (Izumi et al., 2018; McKinnon et al., 2015). Além disso, a expressao e
sinalizagdo por receptores de estrégeno também contribui significativamente para o
crescimento das lesbes (Burns et al., 2012). A expressao do receptor de estrogeno a (ERa) é

positivamente correlacionada com a expressao de citocinas inflamatérias em mulheres com
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endometriose (Montagna et al., 2008). Observamos que a expressao do ERa foi reduzida
apo6s o tratamento com MaR2, sugerindo mais uma via pela qual a MaR2 contribua para o
alivio da endometriose.

Uma caracteristica relevante da endometriose é a presenca de tecido fibrético nas
lesbes, contribuindo assim para os sintomas classicos, como dor e infertilidade, relacionados
a doenca (Garcia Garcia et al., 2023). Através de analise histolégica, identificamos que
animais tratados com MaR2 apresentaram menor area de fibrose interna as lesoes.
Juntamente com a menor expressdo de ERa e menor recrutamento de leucécitos, a menor
formacéao de fibrose pode justificar, ao menos em parte, a redu¢cdo no tamanho das lesdes.
No entanto, novos experimentos sao necessarios para avaliar 0s possiveis mecanismos pelos

quais o SPM MaR2 atenua a gravidade da endometriose em camundongos.

Considerando o conjunto de resultados obtidos no presente estudo, podemos concluir
que SPMs se apresentam como abordagens terapéuticas promissoras para controle da
processos inflamatoérios, sejam infecciosos ou assépticos. Foi demonstrado que os
mediadores lipidicos pré-resolugdo MaR1 e RvD2 inibe a dor e a inflamagéo na artrite séptica
induzida por S. aureus, limitando a resposta inflamatdria e apresentando efeitos microbicidas,
evitando assim a perda de fungao relacionada a cronicidade e gravidade da artrite séptica,
enquanto a MaR2 atenua parametros inflamatérios e hiperalgésicos associados a

endometriose.
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6 CONCLUSAO

Em conclusdo, os resultados aqui apresentados demonstram que o
tratamento com os mediadores lipidicos pro-resolugdo Maresina 1 e Resolvina D2 reduzem a
dor, edema e desconforto articular causado pela artrite séptica, concomitantemente a reducao
de parametros inflamatérios como a destruicdo do tecido cartilaginoso articular, o
recrutamento de leucécitos e a producgao de citocinas pro-inflamatérias durante a infecgcao por
S. aureus. Além disso, MaR1 e RvD2 aumentam a capacidade bactericida in vitro e auxiliam
no controle da infeccdo, reduzindo o numero de bactérias viaveis, demonstrando, assim,
possuir potencial terapéutico no controle da inflamacgao e infecgdo causadas por S. aureus.
Investigando a eficacia do tratamento com MaR2 em modelo de endometriose, observamos
que animais tratados com MaR2 apresentaram menor desconforto abdominal, como
evidenciado pela hiperalgesia mecanica, dor espontanea e ensaio de gradiente térmico. As
lesbes formadas nestes animais também foram menores, assim como a area fibrética e a
expressao de ERa. Anadlises de expressdo de RNAmM de células do peritbnio de animais
tratados com MaR2 indicaram atenuacao do processo inflamatdrio, assim como o perfil de
citocinas na lesdo. Concomitante a menor producao de quimiocinas e citocinas, detectamos
um menor numero de leucdcitos presentes na lesdo. Em conjunto, os resultados apresentados
indicam que o efeito pré-resolutivo da MaR2 possui efeito terapéutico no tratamento da
endometriose em camundongos, e novos estudos sdo necessarios para contribuir para

elucidagao dos mecanismos pelos quais esse SPM estaria agindo.
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Abstract: During an infection, inflammation mobilizes immune cells to eliminate
the pathogen and protect the host. However, inflammation can be detrimental
when exacerbated and/or chronic. The resolution phase of the inflammatory
process is actively orchestrated by the specialized pro-resolving lipid mediators
(SPMs), generated from omega-3 and -6 polyunsaturated fatty acids (PUFAs) that
bind to different G-protein coupled receptors to exert their activity. As
immunoresolvents, SPMs regulate the influx of leukocytes to the inflammatory
site, reduce cytokine and chemokine levels, promote bacterial clearance, inhibit
the export of viral transcripts, enhance efferocytosis, stimulate tissue healing, and
lower antibiotic requirements. Metabolomic studies have evaluated SPM levels in
patients and animals during infection, and temporal regulation of SPMs seems to
be essential to properly coordinate a response against the microorganism. In this
review, we summarize the current knowledge on SPM biosynthesis and
classifications, endogenous production profiles and their effects in animal models
of bacterial, viral and parasitic infections.

Keywords: SPMs; inflammation; resolution; bacteria; virus; parasites

1. Introduction

Physiological response of the body to an infection consists in
orchestrating a complex immunological defense, including triggering the
inflammatory process. Acute inflammation is characterized by the
production and release of molecules such as cytokines, chemokines,
metalloproteinases, prostaglandins, and leukotrienes, which attract
leukocytes, mainly neutrophils and macrophages, at the inflammation
site [1,2]. Inflammatory mediators are essential to fight the pathogen, but
may be detrimental to the host tissue, especially when inflammation
becomes chronic. The “resolution” phase of the inflammation happens to
prevent collateral damage and it is an active process: the so-called
Specialized Pro-resolving lipid Mediators (SPMs) are key players

66



produced by the metabolism of polyunsaturated fatty acids (PUFAs): arachidonic acid
(AA), eicosapentaenoic acid (EPA), docosapentaenoic acid (DPA) and docosahexaenoic
acid (DHA). SPMs are currently classified into lipoxins (LX), resolvins (Rv), maresins
(MaR), and protectins (PD) [3].

SPMs act as immunoresolvents by sending “stop signals” within the picogram
to nanogram dose range [4] in a time- and context-dependent manner [5]. These
compounds have also been described to act in a tissue- and disease-specific manner [6].
As a result of that, SPMs control the influx of granulocytes to the site of the
inflammation, stimulate microbe killing and phagocytosis of cell debris and pathogens,
limit pain, activate tissue-resident cells that promote repair [6-9], and lower antibiotic
requirement [10].

Infectious diseases account for one in four deaths worldwide and represent one of
the major causes of organ/tissue impairment due to both pathogen and uncontrolled
inflammation-induced tissue damage [11,12]. In this sense, significant effort is
constantly being made to find antimicrobial therapies that modulate the inflammatory
process, avoid antibiotic resistance, stimulate innate and adaptive immune responses,
and have low or no toxicity, reducing mortality.

Given that chronic inflammation is implicated in several diseases, there is a
growing interest in discovering new pro-resolving mediators and elucidating how they
act to promote resolution. In this review, we summarize and discuss the current
knowledge on the biosynthetic pathways and classification regarding SPMs, including
the ways in which production of these mediators occurs upon an infection, pointing out
the main cell types, signaling molecules and pathways involved in this process. We also
compile pre-clinical and clinical studies that have investigated the effect and/or levels
of SPMs in infectious diseases.

2. SPM Biosynthesis

Resolution is an active and highly regulated process [13]. A class switch from pro-
inflammatory mediators such as leukotrienes (LT) and prostaglandins (PG) to SPMs
drives resolution of the inflammatory response. To promote their immunoresolvent
actions, SPMs bind to specific G protein-coupled receptors (GPCR) expressed by several
cells [14,15], which are summarized in Table 1. SPMs are synthesized endogenously
from the metabolization of omega-3 (i.e., DHA, EPA, and DPA) PUFAs or omega-6
PUFAs (i.e., AA) (Figure 1) [16]. DHA can be converted into D-series resolvins (RvD;
RvD1, RvD2, RvD3, RvD4, RvD5, and RvD6) [17-19], protectins (PD1)/neuroprotectins
(NPD1) [20,21], and maresins (MaRs; MaR1 and MaR2) [22]. EPA, on the other hand, is
converted into the E-series resolvins (RVE; RvE1 and RvE2) [23]. There is an additional
series of SPMs formed by the presence of aspirin, which have been coined aspirin-
triggered SPMs [24]. Figure 1 presents a schematic representation of the SPM synthetic
pathways and chemical structures.
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Figure 1. SPMs can be biosynthesized from omega-3 and omega-6 fatty acids through different
enzymes. Arachidonic acid (AA) originates lipoxins (LXs) and 15-epi lipoxins (15-epi-LXs),
eicosapentaenoic acid (EPA) originates E-series resolvins (RvE), omega-3 docosapentaenoic acid
(n-3 DPA) can be converted into D-series resolvinss-3 bpa, protectins n3 bra, maresins »-3 ppa, and 13-
series resolvins (RvTs), while docosahexaenoic acid (DHA) can be transformed into D-series
resolvins (RvDs), protectins (PDs), aspirin-triggered D-series resolvins (AT-RvDs), maresins
(MaRs) or maresin conjugate tissue regeneration (MCTRs). ASA: acetylsalicylic acid. Created
using BioRender.com (accessed on 17" April 2023).

RvDs are formed from conversion of DHA through two lipoxygenations. First,
DHA is converted to (17S,4Z,77,10Z,13Z,15E,19Z7)-17-hydroperoxydocodahexaenoic
acid (17S-HpDHA) through the action of 15-LOX in the carbon-17 (C-17) position. It
then undergoes a second lipoxygenation by the same enzyme in C-7, generating an
intermediate peroxide which can be reduced forming RvD5 or transformed into 75, 85-
epoxide. 7S, 85-epoxide can further undergo enzymatic hydrolysis generating RvD1
and RvD2. Alternatively, the second lipoxygenation may occur in the C-4 position
forming another peroxide intermediate, which is similarly converted to RvD3, RvD4
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and RvD6 [15,17]. There are also aspirin-triggered (AT) RvDs, such as AT-RvD1 and AT-
RvD2—the difference in biosynthesis is in the initial lipoxygenation of C-17, which
occurs in the presence of aspirin through acetylated COX-2 or via cytochrome P450 [25].
RvEs, in turn, are generated from the oxygenation of the EPA by acetylated COX-2 or
via cytochrome P450. This oxygenation generates the intermediate acid 18R-
hydroperoxy-eicosapentaenoic (18R-HpEPE), which is transformed into 18R-
hydroxyEPA (18R-HEPE) by the action of a peroxidase [23]. Subsequently, 5-LOX
promotes the lipoxygenation of 18R-HEPE into hydroperoxide, which can be
transformed into epoxide and hydrolyzed into RvE1 [15] or may be reduced by means
of a peroxidase in RvE2 [26]. Alternatively, the 18R-HEPE intermediate can undergo
lipoxygenation through the action of 12-LOX or 15-LOX, becoming converted into
17,18-diHEPE, also called RvE3 [27]. Furthermore, EPA can be converted into 155-
HpEPE through lipoxygenation by 15-LOX, subsequently reduced to 155-HEPE by
peroxidase. The 155-HEPE intermediate undergoes a second lipoxygenation by 5-LOX,
becoming converted into 155-hydroxy-55-HpEPE (155-H,55-HpEPE), which is reduced
to RvE4 through the action of a peroxidase [28,29].

Also synthesized from DHA, PD1 and NPD1 (when produced in neural tissues)
are formed from the lipoxygenation of 175-HpDHA through 15-LOX [20,30], generating
the epoxide intermediate 16(17)-epoxydocosatriene. This intermediate is subsequently
converted into PD1/NPD1 through the action of a hydrolase [31]. Additionally,
maresins are synthesized from lipoxygenation that occurs in C-14 through 12-LOX,
forming the 14S-hydroperoxiDHA (14S-HpDHA), which undergoes a second
lipoxygenation by the same enzyme and forms the intermediate epoxide 13S5,145-
epoxy-maresin [31]. This intermediate is subsequently converted into MaR1 and MaR2
by means of the action of a hydrolase or a soluble hydrolase, respectively [31].
Additionally, 135,14S-epoxy-maresin can be converted into maresin conjugates in tissue
regeneration (MCTRs). MCTR1 (13R-glutathionyl, 145-hydroxy-
47,77,9E,11E,13R,145,16Z,19Z-docosahexaenoic acid) is catalyzed by both leukotriene
C4 synthase (LTC4S) and glutathione S-transferase Mu 4 (GSTM4). vy-glutamyl
transferase (GGT) converts MCTR1 in MCTR2 (13R-cysteinylglycinyl, 14S-hydroxy-
47,77,9E,11E,13R,145,16Z,19Z-docosahexaenoic acid) that, in turn, can be transformed
into MCTR3 (13R-cysteinyl, 14S5-hydroxy-4Z,72,9E,11E,13R,145,16 Z,19Z-
docosahexaenoic acid) by a dipeptidase enzyme [32].

In addition to DHA and EPA, arachidonic acid, derived from the enzymatic
oxygenation of omega-6, is also involved in the biosynthesis of SPMs, more specifically
in the synthesis of the lipoxin family (LX; LXA4 and LXB4) and aspirin-triggered lipoxins
(ATLs) [33]. As previously mentioned, a lipid mediator class switch is necessary to begin
resolution, and that happens by polymorphonuclear cells (PMNs) reducing production
of LT and PG and that of increasing SPMs such as LX [14]. For LX synthesis to occur,
cell—cell interaction is necessary. This occurs through a process known as transcellular
biosynthesis, and can be achieved through two main pathways [34]. The first pathway
occurs through lipoxygenation of AA in C-15 by 15-LOX, forming 155-HpETE, which
is secreted from cells (i.e., eosinophils, monocytes, and epithelial cells). 155-HpETE is
then converted into 5,6-epoxytetraene by the action of 5-LOX in PMNs and monocytes
and subsequently hydrolyzed into LXA4 and LXBs [34]. The second pathway occurs in
an LTAsdependent manner. Initially, the conversion of AA to LTA4 occurs through the
action of 5-LOX, which is secreted and subsequently absorbed by adherent platelets. In
platelets, LTA4 is transformed into LXA4 and LXB4 by 12-LOX [34,35]. In addition to the
two main pathways, alternative pathway may occur where the presence of aspirin acts
on COX-2, redirecting its catalytic activity and promoting the formation of LX. The
initial acetylation of COX-2 by aspirin promotes the formation of 15R-
hydroxyeicatetraenoic acid (15R-HETE), which is converted into 15-epimeric-LXs (15-
epi-LXs) by the action of 5-LOX called aspirin-triggered lipoxins [24,34,36].
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Table 1. Receptors for SPMs and their cellular expression.

Precursor SPM HumanReceptor Mice Expressed by Reference
Neutrophils, eosinophils,
LXA4 ALX/FPR2 ALX/FPR2 macrophages, monocytes, NK cells, [37,38]
AA innate lymphoid cells (ILCs)
Aspirin-triggered Neutrophils, eosinophils,
ALX/FPR2 ALX/FPR2 macrophages, monocytes, NK cells, [37-40]
LXs (ATLs) . .
innate lymphoid cells (ILCs)
Neutrophils, macrophages,
BLT1, BLT1, eosinophils, monocytes, dendritic
RVEL ERV1/ChemR23 ERV1/ChemR23 cells, l}ll:)mphocytes, fnast cells, NK [38,41-43]
EPA cells, innate lymphoid cells (ILCs)
Neutrophils, macrophages,
RvE2 BLT1 BLT1 eosinophils, monocytes, dendritic [38,42,43]
cells, lymphocytes, mast cells
n-3 DPA RvD5n-3 ppa GPR101 GPR101 Macrophages, neutrophils, monocytes [44]
Neutrophils, eosinophils,
ALX/FPR2, macrophages, monocytes,
RvD1 DRV1/GPR32 ALX/FPR2 lymphogfte;g, NK cells, }i/nnate [37,3845-47]
lymphoid cells (ILCs)
RvD2 DRV2/GPR18 DRV2/GPR18 Macrophages, monocytes, neutrophils [38,48]
Neutrophils, eosinophils,
DHA ALX/FPR2, macrophages, monocytes,
RvD3 DRV1/GPR32 ALX/FPR2 lymphogfte;g, NK cells, }i/nnate (3840491
lymphoid cells (ILCs)
Macrophages, neutrophils,
RvD5 DRV1/GPR32 Unknown [10,38]
monocytes, lymphocytes
PD1/NPD1 GPR37 GPR37 Macrophages [50]
MaR1 LGR6 LGR6 Macrophages, neutrophils, monocytes [51,52]

LXA4: Lipoxin A4; FPR2: N-formyl peptide receptor 2; ALX: LX A4 receptor; DRV1/GPR32: G-
protein-coupled receptor 32; RvEl: Resolvin E1; BLT1: Leukotriene B4 receptor 1;
ERV1/ChemR23: Chemerin chemokine-like receptor 1; RvE2: Resolvin E2; RvD1: Resolvin D1;
RvD2: Resolvin D2; RvD3: Resolvin D3; DRV2/GPR18: G-protein-coupled receptor 18; PD1:
Protectin D1; NPD1: Neuroprotectin D1; GPR37: G-protein-coupled receptor 37, MaR1: Maresin
1; LGR6: Leucine-rich repeat-containing G-protein-coupled receptor 6.

There are also reports in the literature of SPMs like RvD, PD and MaR being
biosynthesized from docosapentaenoic acid (n-3 DPA), an intermediate metabolite in
the conversion of EPA to DHA [53]. Among these SPMs are PD1n-3 pra, PD2n-3 bra, MaR1n-
3 ppA, MaR2n-3 pra, MaR3n-3 bra, RvD1n-3 bPA, RvD2n-3 DPA, and RvD5n-3 pra [53,54]. At the site
of the inflammatory response, n-3 DPA is converted into the intermediate 17-
hydroperoxy-82,10Z,13Z,15E,19Z-docosapentaenoic acid (17-HpDPA) through the
action of 17-LOX, acting as a substrate for the formation of SPMs [53]. First, this
intermediate can be transformed into the intermediate epoxide 7,17-dihydro(peroxy)-
DPA, which is sequentially converted into RvD5n-3 ppa or into the 7,8-epoxy,17-hydroxy-
DPA molecule; both actions are performed via 5-LOX. Finally, 7,8-epoxy,17-hydroxy-
DPA can be converted into RvD1ns ppa and RvD2n3 pra, also by lipoxygenation by 5-
LOX [53]. Furthermore, 17-HpDPA can be transformed into the epoxide intermediate
16-17-epoxy-DPA, which is enzymatically hydrolyzed into PD1n-3 ppa and PD2x-3 pea [53].
Alternatively, n-3 DPA can be converted to the intermediate 14-hydroperoxy-
72,10Z,12E,162,19Z-docosapentaenoic acid (14-HpDPA) through the action of 12-LOX.
This intermediate can undergo a second lipoxygenation, becoming converted to MaR3x-
3 DPA, OF it can be converted to the intermediate epoxide 13,14-epoxy-DPA, which is
enzymatically hydrolyzed to MaR1xn3 bra and MaR2n-3 pea [53]. In addition, n-3 DPA can
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generate 13-hydroxy-docosahexaenoic acid (13-HDPA) through COX-2, and
neutrophils are able to convert 13-HDPA via lipoxygenation to the 13-series resolvins
RvT1, RvT2, RvI3 and RvT4 [55]. To date, studies addressing n-3 DPA-derived SPMs
are not as numerous as those for EPA- or DHA-derived SPMs. The lack of data makes
it difficult to compare the potency of n-3 DPA-derived SPMs with that of EPA- or DHA-
derived SPMs. The effects of n-3 DPA-derived SPMs, however, seem to be generally
comparable to those of other SPMs [53,56].

Among the lipoxygenases involved in the biosynthesis of SPMs mentioned above,
15-LOX (ALOX15), mainly the 15-LOX-1 isoform, plays an important role in the
pathways by catalyzing the initial transformation reactions of PUFAs [57]. LOX are
found in organisms from two of the three domains, namely Bacteria and Eukarya [58].
In this context, it is important to understand the existence of orthologous enzymes
between species (i.e., mice, rats, and humans). In humans, there are six LOX genes
(ALOX5, ALOX15, ALOX15B, ALOX12, ALOX12B and ALOXE3) that encode six
different isoforms of LOX. In comparison, mice have orthologs for all human ALOX
isoforms [59]. However, these orthologs vary in their specificity, exhibiting differences
in enzymatic oxygenation. For example, human ALOX15 acts enzymatically as 15-LOX,
whereas murine ALOX15 acts enzymatically as 12-LOX [57,60,61]. Furthermore, human
ALOX15 is expressed in epithelial cells, red blood cells and eosinophils, in addition to
monocytes/macrophages and neutrophils through induction by interleukins (IL). In
mice, on the other hand, itis found in resident macrophages [57,62]. Studies have shown
that this difference in lipoxygenation from 12-LOX to 15-LOX improves the ability to
synthesize LX, optimizing the process of inflammation resolution [61]. However, when
it comes to DHA oxygenation, both ALOX15 (human and murine) produce similar
amounts of 17-HDHA and 14-HDHA [60], showing similar actions.

SPMs actively induce the inflammation resolution process [63] by reestablishing
tissue homeostasis, increasing host defense, and interfering with the maintenance of
pain signals [15]. In addition, they promote the cessation of the influx of PMNs [23],
reduce the production of pro-inflammatory mediators [24,64] and induce phagocytic
activity of macrophages [65]. Failures in anti-inflammatory actions may contribute to
the development of chronic inflammation [65,66]. Some factors, such as age, sex, and
race, can influence the formation of SPMs and their pro-resolution abilities. In humans,
aging contributes to the development of a heightened inflammatory state and decline
in physiological functions, characterized by increased tumor necrosis factor (TNF)-a,
nuclear factor kappa B (NF-xB), IL-1p and IL-6 [67]. In this context, studies demonstrate
that elderly mice have reduced local levels of PMNs and increased levels of PMNs in
inflammatory exudates, delaying the resolution process [65]. Regarding sex and race,
one study with 53 participants found that after myocardial infarction (MI), plasma
levels of metabolites from AA and DHA were higher in white individuals of both sexes
(female and male) than those in Black male and female individuals. EPA levels were
higher in white males than in white females and Black individuals of both sexes [68].
Regarding endogenous SPM levels, RvE1 was significantly lower in Black patients,
while PD1 levels were lower in white, male patients [68]. Despite disparities in lifestyle
(such as physical exercise and diet) that are suggested as the cause of higher incidence
of MI among Black individuals [69], distinct SPM signatures may provide a better
understanding and clinical guidance on personalized therapies in the future.
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Cross-Linking Pro-Inflammatory and Pro-Resolving Mediator’s Biosynthesis

It is well described that some mediators of inflammation with contrasting activities
share common precursors: one example is LX and PG that share arachidonic acid as the
substrate during enzymatic conversions. It is also true that metabolization of one
substrate can be performed by multiple enzymes, and the same enzyme can convert
different substrates into multiple metabolites, sometimes with divergent actions. So,
what regulates this process during inflammation?

While this question cannot be fully answered with the current available
experimental data, some evidence suggests that there are substrate preferences for each
enzyme. Conversion of omega-3 and omega-6 happens by oxidation by lipoxygenases,
cyclooxygenases, or the cytochrome P450 oxidase/epoxygenases. Arachidonic acid is
the preferred substrate for COX-2 [70,71], originating pro-inflammatory mediators.
COX-2 oxygenates EPA at about 45% the rate of AA [71], despite AA and EPA
displaying Km values similar to those of COX-2, individually [72]. When aspirin (ASA)
acetylates COX-2, however, it prevents the formation of prostanoids, favoring the
lipoxygenase-type reaction, generating 15R-HETE from AA, that can be metabolized
into 15-epi-LXs [73].

Lipoxygenases, one of the main types of enzymes in SPM biosynthesis, accept AA,
DHA and EPA as substrates, but with differences: 15-LOXs preferentially converts DHA
>EPA > AA, while 125-LOX’s preference is DHA > EPA > AA and that of 5-LOX’s is AA
and 5S5-HpETE [74]. In fact, human lipoxygenases have different kinetics with each
metabolite serving as a substrate, which are deeply discussed by Kahnt et al. [75].

The third route of metabolization of PUFAs is through cytochrome P450, or
CYP450. The first double bond on C3, present in omega-3 but not omega-6, is a preferred
site of epoxidation catalyzed by CYP450 [76]. Most CYP isoforms have EPA as preferred
substrate, while AA and DHA are converted at similar rates [76]. Examples of isoforms
with higher rates of conversion of EPA over AA and DHA are CYP2]2 and CYP2C23
isoforms present in human heart and rat kidney, respectively [77,78].

Another factor that dictates SPM production over pro-inflammatory biosynthesis
is that, depending on the activation status of macrophages on the inflammatory foci,
these cells change the expression of lipoxygenases: macrophages that differentiate to
the M2-like phenotype by IL-4 or IL-13 or, upon efferocytosis of apoptotic cells,
upregulate the expression of 15-LOX-1 [79-82]. In addition, monocytes and
macrophages minimally express 15-LOX-2 unless these cells undergo long-term
stimulation by zymosan or lipopolysaccharide (LPS) via toll-like receptor activation
[80,83]. In parallel with M2 polarization, PGE:2 production decreases [84,85].

Additionally, SPM receptor expression likely influences regulation of resolution
versus inflammation: a study published by Krishnamoorthy and colleagues [86]
showed that less RvD1 is required to lower neutrophil migration in human ALX/FPR2-
overexpressing transgenic mice. Proper or stimulated expression of receptors for SPMs
in order to maximize beneficial effects during resolution seems to be decisive, but
further evidence is needed.

As the same enzymes operate for both omega-3 and omega-6 conversion pathways,
the bioavailability ratio of EPA, DHA and AA during inflammatory process may be
critical, which further supports the intake of EPA- and DHA-rich diets to increase SPM
production. There are several phospholipases A2 (PLA2s) responsible for remodeling
the cell membrane that directly impacts PUFA bioavailability and metabolism. Evidence
suggests that certain phospholipases also have preferences: human cytosolic cPLA2
prefers AA, calcium-independent iPLA2 prefers EPA, and secreted sPLA2 selectively
prefers DHA as a substrate [87]. Secreted PLA2 group IID (PLA2G2D) appears to be
linked to pro-resolution activity, and it is preferentially expressed by macrophages and
dendritic cells [88]. Another study observed that DHA enrichment of mononuclear cell
membranes was directly correlated with phospholipases D (PLD) activation by DHA
[89].
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It is important to highlight that each experimental condition is unique, and these
results may not be fully extrapolated to the context of infections since not all results
described above were observed upon pathogen stimuli. However, these data bring
potential approaches to be investigated in order to potentiate SPM production and
effectively induce resolution.

3. SPM Levels in Patients with Infectious Diseases

There are a limitingly small number of clinical studies on SPM levels in patients
with infectious diseases. However, this also highlights the need of further studies in this
field. Despite not being fully elucidated, a growing body of evidence correlates better
clinical prognosis and better survival rates with increased levels of SPMs. Therefore, in
this section, we discuss the current data on how SPMs levels can affect the evolution of
the clinical picture of patients with infections.

3.1. Bacterial Infections

In a study led by Jesmond Dalli [90], the authors quantified the serum levels of
LTBs, PGEz20 and pro-resolving mediators RvD1, RvD2, and PD1 in patients with sepsis.
It was found that non-survivors had lower levels of pro-resolution mediators, especially
in the chronic phase of the disease, than survivors. It has also been demonstrated that
the profile of lipid mediators can be directly related to the severity of the sepsis
condition; patients with marked levels of pro-inflammatory lipid mediators have a
marked and exaggerated response to the microorganism, resulting in worse prognoses.
In addition, surviving patients needed smaller amounts of antibiotics since they had a
more efficient immune response. The authors also point out that the severity of sepsis
is directly associated with platelet aggregation, as this factor is directly linked to organ
failure and death [90]. It is believed that high levels of AT-RvD1, AT-RvD3, and AT-PD1
may decrease the expression of COX-2 and LTB4. Hence, proper pro-resolving mediator
production seems to regulate a balanced immune response and correlate with better
survival rates, as the cytokine storm present during sepsis can be as detrimental as the
infection.

In another study, plasma from 66 patients with sepsis in intensive care units and
20 healthy subjects (controls) were analyzed [91]. Sepsis patients were grouped into
survivors or non-survivors, depending on their outcome on day 28 of the study. Pro-
inflammatory and pro-resolutive mediators were detected: cytokines IL-6 and IL-8 were
higher in concentration on non-survivors when compared to controls, while LXA4 and
Annexin A1 —pro-resolution mediators that inhibit leukocyte migration and eicosanoid
production—levels were lower in survivors and non-survivors compared to the control
patients [91]. In individuals with tuberculosis, AA-derived pro-inflammatory lipids
were abundantly present, such as PGEz, LTB4 and PGF2a. Among the most prominent
SPMs detected, there were LXBs and 55,155-diHETE [92]. Indeed, infections trigger the
generation of prominent inflammatory mediators, but the host capacity to correctly
produce endogenous pro-resolving molecules that actively regulate the response also
has a significant role in establishing or a chronic inflammatory process, or resolving it.
In this sense, further investigation is needed to explore the correlation between higher
circulating SPM levels and better outcomes.

As DHA and EPA, precursors of some SPMs, are present in plants and animal
sources, consumption of omega-3 rich foods impact bioavailability of these precursors
to form SPMs [93]. To investigate how omega-3 supplementation could affect the levels
of PUFAs and oxylipins —metabolites of PUFAs that can be converted into SPMs —upon
endotoxin (LPS) challenge in men, Walker and colleagues [94] designed a randomized
crossover study. Blood samples were collected at baseline, 1, 2, 4 and 8 h after the
challenge. The authors observed that EPA and DHA levels were increased in the omega-
3-treated group by 432% and 142%, respectively, when compared to controls. Some
oxylipins, such as HEPEs (from EPA), were strongly increased [94]. In a similar study,
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adults challenged with endotoxin and treated with omega-3 presented higher levels of
circulating 18-HEPE, 17-HDHA, AT-LXA4, LXB4, RvE1 and RvD1 [95]. Despite the small
number of participants in both studies, the results provide initial evidence of lipid
profile modulation by the presence of LPS and how omega-3 bioavailability alters the
synthesis of pro-resolution mediators during bacterial infections.

3.2. Viral Infections

The COVID-19 pandemic highlighted the importance and wurgency of
understanding the impact of this infectious disease on the immune system. To compare
serum levels of pro-inflammatory molecules and SPMs between SARS-CoV-2 patients
and healthy subjects, Turnbull and colleagues performed a lipidomic analysis where 44
bioactive lipids were quantified [96]. The SARS-CoV-2 infection was associated with a
significant mobilization of both pro-resolutive and pro-inflammatory mediators’
production when compared to matching controls, as increased levels of LTB4, PGEz, 5-
HETE, 13-HODE and 17-HDHA were detected [96]. In bronchoalveolar lavages, this
strong sign of immune response was also observed —levels of LTBs, PGE2, DHA, n-3
DPA, RvD1, RvD2, RvD4, RvD5, PDX, 17-HDPAxs, 14-HDHA and 17-HDHA were
markedly boosted in COVID-19 subjects when compared to the non-infected group [97].

This increase, though, may differ in patients that are more affected by this
infection. In a cohort study conducted in Beaumont Hospital, Ireland, 38 patients who
tested positive for the SARS-CoV-2 virus had their plasma lipid mediators profile
analyzed. Comparing two main groups, critically ill (patients that required invasive
mechanical ventilation) and severe disease cohorts (the ones that required
supplemental oxygen or non-invasive ventilation), a downregulation of the 5-
lipoxygenase (ALOX5) pathway in critically ill patients who had lower levels of RvD1
and RvD3 was reported. Additionally, severe disease patients had higher
concentrations of PD1n3 pra and MCTRI1, and both cumulative SPM concentration and
ratio of SPM concentration to pro-inflammatory mediators indicate that increased SPM
production is linked to better outcomes [98]. Comparably, serum from severe patients
showed a significant increase in RvE1 and MaR2 [99]. Moreover, COVID-19 alters the
activation and function of circulating phagocytes, as PD1, RvT1, RvE3, and 10S,175-
diHDPA positively correlate with phagocytic ability of monocytes and neutrophils
[100].

The possible mechanisms by which SPMs would improve COVID-19 outcomes are
speculated elsewhere [101-104]. Recent evidence shows that the SARS-CoV-2 virion
spike 1 glycoprotein (S1) can induce cytokine and chemokine release by macrophages
and modulate microRNAs miR-103, miR-16 and miR-29a, known to control the
inflammatory responses. Interestingly, in vitro treatment with RvD1 and RvD2
promoted resolution by lowering Sl-induced production of IL-8, TNF-a, MCP-1,
augmented macrophage phagocytic activity and regulated miRNAs expression to
reduce IKK/NF-kB activation and downstream signaling cytokines [105].

This variation in SPM production among differently affected patients may not be
restricted to COVID-19. Lipidomic profiling of nasal washes from patients with
influenza, categorized in low, medium and high clinical scores, revealed that samples
from individuals with a high clinical score and elevated levels of cytokines/chemokines
also presented notable higher percentages of PGE2, LTEs, and mediators from the
lipoxygenase, DHA, and EPA pathways [106].

Altogether, these data indicate that elucidating how each SPM is produced during
different disease profiles may help clinicians to better understand a patient’s prognosis
and plan effective therapies in the future. Moreover, using supervised machine-learning
methodologies, a study highlighted that increased plasma levels of RvD4, 10S,175-
diHDPA, 15R-LXA4, and MaR1 are linked to therapy responsiveness in rheumatoid
arthritis patients [107]. This might suggest a potential biomarker role for SPMs in the
context of disease-modifying anti-rheumatic drug (DMARD) responsiveness [107].
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These results might provide important disease monitoring information to clinicians, but
also could be extrapolated to other diseases as well, including infectious ones.

4. SPM Regulation of Infection in Animal Models

During an infection, it is essential that the host immune system regulates the
production and release of pro-inflammatory and pro-resolutive mediators to maintain
the integrity of tissues and cells while it fights pathogens. This proper balance leads to
homeostasis instead of chronic inflammation. Thus, SPMs have an important role
regulating inflammatory infection in many animal models (Figure 2), as previously
demonstrated. In general, SPMs limit the neutrophil-mediated tissue [4] in addition to
increasing the repair capacity of macrophages [108]. Therefore, for a better
understanding of their mechanisms, we divide the actions of SPMs into bacterial, viral,
and parasitic animal models of infections, as summarized on Table 2 and Figure 2.

4.1. Bacterial Infections

SPMs are known to control bacterial infections, and bacteria or their products can
shape the production of SPMs in different steps of the inflammatory response.

Table 2. Pharmacological activities of SPMs on animal models of infection.

SPM Dose Animal Model Infectious Effect/Outcome Ref.
Agent
1pg/animal  C57BL/6 mice Sepsis E. coli # :E’lff:;'f inflammation [109]
Acute lung | number of neutrophils
) 200 pg/kg Balb/c mice . E. coli | edema [110]
15-epi-LXA4 injury 1 survival
. | mortality
! pg/ammz.ﬂ (LXAs C57B1/6] mice Cerebral malaria  P. berghei | accumulation of CD8 + IFN-v+ [111]
and 15-epi-LXA4)
cells
40 pg/kg D?zifeiureats Sepsis (CLP)  Polymicrobial # :jrc‘t]‘fvr:' load [112]
Sprague- ! neutroph?l migration' N
7 ug/kg ) Sepsis (CLP)  Polymicrobial 1 neutrophil phagocytic ability [113,114]
LXA4 Dawley rats | bacterial load
1 HO-1 expression
0.5 pug/kg C57Bl/6] mice Cerebral malaria  P. berghei éﬁ:ﬂi%ﬁ gir;?f:élt?gnand [115]
| ICAM-1 expression
100 pgrkg (LXA4 1 improvement of the survival rate
analog), Swiss mice ~ Pneumosepsis K. pneumoniae when administered on later phase  [116]
LXAs analogs 25 pg/kg (LXA4) of sepsis
5;6L /*igé 7;;13 Rabbits Periodontitis P gingivalis i fg’;:fg;‘: infiltration [117]
C57Bl/6],
Nlrp3, Asc™-, 1 survival
LXB4 1 pg/animal P2rx77, Sepsis (CLP)  Polymicrobial | leukocyte migration [118]
Casp77, and | pyroptosis
11187~ mice
1 healing of tissue and bone
4 pg/tooth Rabbits Periodontitis ~ P. gingivalis | systemic inflammation [119]
| C-reactive protein levels
RVE1 . l neutro.phil accumulation
Pneumonia and 1 bacterial clearance
100 ng/animal C57B1/6] mice acute lung E. coli } IL-1B, IL-6, HMGB-1, MIP-1q, [120]
injury MIP-18, MCP-1
| mortality
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Herpes simplex

| angiogenesis
| lesions

300 ng/eye Balb/c mice  Stromal keratitis } IL-6, IFN-y, IL-17, KC, VEGF-A, [121]
g virus-1 (HSV-1) MMP-2 and MMP-9
1 IL-10
Periapical
20ng Wistar rats eriapica’ Polymicrobial 1 calcification, healing bone tissue [122]
periodontitis
| PMN recruitment
100 ng/animal FVB and GPR1S- Peritonitis E. coli 1 efferocytosis . [123]
- mice 1 I;l\l\ﬁg apopttosw t
RvD2 . . 1 recruitmen
200 ng/animal Skin pouches S. aureus | bacterial load [123]
| IL-6, IL-1B, IL-23, TNF-a, IL-17,
. . . . . . IL-10, PGEz and LTBa4
100 ng/animal FVB mice Sepsis (CLP)  Polymicrobial 1 survival [124]
1 phagocytosis
1 bacterial killing and accelerated
. . G . onset of resolution
50 ng/animal FVB mice Peritonitis E. coli | antibiotic requirements [10]
} IL-1B, IL-6, IFNYy
| corneal neovascularization
H ol | severity of lesions
150 ng/eye Balb/cmice  Stromal keratitis . T . o iF < | neutrophils, Th1 and Th17 cells [125]
virus-1 (HSV-1) | 1 .1p, IL-6, IL-12, CXCL1, MCP-1,
CXCL2, VEGF, MMP-9
. coli . h is/effi i
100 ng/animal C57Bl/6] mice Pneumonia E COll,Or PP agqc ytosis/efferocytosis [126]
aeruginosa 1 bacterial clearance
Cvstic fibrosis | bacterial burden
100 ng/animal Cftr7 mice ) Y fecti P. aeruginosa | neutrophil infiltration [127]
(lung infection) improvement of clinical scores
RvD1 or AT- | parasite load
RvD1 ) ) ) L IFNy, IL-18
5 ug/kg C57Bl/6] mice Chagas disease T. cruzi 11L-10 [128]
| cardiac fibrosis
| neutrophil infiltration
| apoptosis of CD3 + T
. . . . . . lymphocytes
100 ng/animal C57B1/6] mice  Sepsis (CLP)  Polymicrobial 1 survival [129]
1 bacterial clearance
| NF-xB phosphorylation
1 efferocytosis
Upper temporal regulation of inflammatory
20 ng or 100 . . Nontypeable H. cytokines and enzymes
ng/animal C57Bl/6] mice resplratmjy tract influenzae | weight loss, hypothermia, [130]
infection hypoxemia
| bacterial burden
Intestinal
disease (to | bacteremia
RvD5 . . mimic . 1 survival 131
\% 100 ng/animal C57B1/6] mice enteropathogeni C. rodentium development of immunological [131]
¢ E. coli (EPEC) memory
in humans)
251; | bacterial titers
RVT3 50 ng (each) Mice Skin pouches S.aureus | leukocyte migration [132]
RvT4 | NET formation
| bacterial burden
| multiple organ injury
PDX 300ng/animal ~ C57Bl/6] mice  Sepsis (CLP)  Polymicrobial T survival [133]

1 phagocytosis
| TNF-a, IL-6 and MCP-1
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| pulmonary edema

Sepsis-induced | leukocyte recruitment
500-1000 ng/animal C57BI/6] mice ~ acutelung  Polymicrobial { IL-1B, IL-6, TNF-a, and MCP-1 [134]
injury upregulation of PPARY and

suppression of NF-«kB

PR8 (mouse- 1 survival
C57Bl/6], 12/15- Severe influenza adapted HIN1 | viral replication
LOX~ mice influenza virus),improvement of pulmonary
PD1/ NPD1 2009 HINT virusfunctions
1 neutrophil infiltration
1 IL-6, CXCL1, CXCL-10, CCL-20, [136]
VEGF-A, MMP-2, and MMP-9

100 ng-1 pg/animal [135]

Herpes simplex

300 ng/eye C57Bl/6] mice Stromal keratitis virus (HSV)

1 survival
| TNF-a, IL-6, IL-1B
1-100 ng/animal ~ Balb/c mice Sepsis (CLP)  Polymicrobial | AST, ALT, Cre, BUN, NF-kB [137] [138]
activity
| mitochondrial damage

Balb/cBy] and Respiratory tract Respiratory I?Eﬁ?;;igsl'lctlr;ts [139]

Lgr67- mice infection syncytial virus L IL-13

MaR1

10 ng/animal

15-epi-LXA4: 15-epi Lipoxin As4; LXA4: Lipoxin A4; LXBa: Lipoxin Bs; RvEL: Resolvin E1; RvD2:
Resolvin D2; RvD1: Resolvin D1; AT-RvD1: aspirin-triggered Resolvin D1; RvD5: Resolvin D5;
RvT1-T4: 13-series Resolvins; PDX: Protectin DX; PD1/NPD1: Protectin D1/neuroprotectin D1;
MaR1: Maresin 1; AST: aspartate transaminase; ALT: alanine transaminase; Cre: creatinine; BUN:
blood urea nitrogen; 1: increased; |: decreased.

Interestingly, if not by bactericidal effect per se, SPMs stimulate the phagocytosis
and clearance of different pathogens. For instance, RvD1 synergizes with ciprofloxacin
to promote the non-phlogistic phagocytosis of Pseudomonas aeruginosa during lung
infection [140] and against Escherichia coli [10]. Similarly, other SPMs such as RvD2 [124],
MaR1 [141], or PDX [133] decrease local and systemic bacterial burden, which leads to
increased survival in a model of sepsis [82]. In this section, we review the literature on
the possible outcomes of SPMs applied as treatments in disease models caused by
bacteria.
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Figure 2. SPMs control infection by different mechanisms. SPMs limit chemokine release (1)
[120,125,133,136] and ICAM-1 expression (2) [115], reducing migration of leukocytes (3)
[110,113,114,117,118,120,123,125,127,129,132,134,136,142] to the inflammatory site. Systemic
inflammation (4) is also diminished [109,119], together with prominent reduction in pro-
inflammatory molecules’ release (5) [10,120,121,124,125,128,130,133,134,136,137,139,141]. SPMs
also decrease pyroptosis (6) [118] and NET formation (7) [132], without compromising
microbicidal activities (8 and 9) [10,112-114,120,124,126,127,129,131-133,135,141]. Neutrophil
accumulation is avoided also by stimulating neutrophil apoptosis (10) [110,123] and clearance of
cell debris by macrophages (11) [123,126,130]. Inhibition of NF-xB (12) [129,134,137,138] and
upregulation of HO-1 (13) [115] favor inflammation control. As a result, less bone loss is observed
(14) [117,119,122], and tissue architecture is preserved by reducing the activity of
metalloproteases (15) [121,125,136] and stimulating tissue healing (16) [119,122,128].
Improvement of survival was also observed 17)
[109,110,112,116,118,120,124,129,131,133,135,137,141]. Created using BioRender.com (accessed on
6™ April 2023).

Effects of SPMs in Animal Models of Bacterial Infections

One of the most extensively studied models of infectious disease is sepsis, a severe
worldwide health concern and a leading cause of disability and mortality. Improper
host immunological response to pathogens and excessive inflammation can lead to
multi-organ disfunction and death [143]. Therefore, adequate innate and adaptive
immune defense against the microorganism allied with a controlled inflammatory
process is the key to reduce severity of sepsis. Due to SPMs ability to induce both
features, bioactive lipid mediators have been studied in models of induced sepsis,
mainly using cecal ligation and puncture (CLP), that results in a systemic polymicrobial
infection that mimics sepsis in humans. LXA4 treatment significantly reduced mortality
of CLP rats. Despite not affecting phagocytic activity, bacterial load was reduced. This
was accompanied by reduced IL-6, monocyte chemotactic protein 1 (MCP-1) and IL-10
levels, in addition to inhibition of NF-«B activation in peritoneal macrophages [112].
Likewise, in a different study, LXA4 controlled neutrophil migration while increasing
the phagocytic ability of the ones that were able to migrate to the inflammatory foci
[113,114]. The authors observed that apoptotic, bacterial clearance and phagocytic
activities were induced without uncontrolled free radical production [113]. Moreover,
LXAu4 can affect the virulence of Pseudomonas aeruginosa by acting as an antagonist and
partial agonist of LasR, an important transcription factor that coordinates production
and release of pathogenic factors of P. aeruginosa [114]. Treatment with LXB4 reduced
inflammation and improved survival of mice after CLP by limiting neutrophil
infiltration and protecting cells from pyroptosis [118]. In a model of E. coli-induced
sepsis, 15-epi-LXA4 presented a synergic effect with antibiotics by regulating IL-6 and
TNF-a production by macrophages, thus limiting bacterial replication, neutrophil
migration, and resulting in better survival rates [109]. Administration of LXA4 during
the late phase of Kilebsiella pneumoniae-induced pneumosepsis reduced mortality
significantly by ablating excessive inflammation and bacterial load [116].

Resolvins also demonstrated promising results in treating sepsis. Following CLP,
mice that received RvD1 treatment had lower numbers of bacteria in blood and
peritoneal fluid, and also inhibited uncontrolled neutrophil migration and NF-«xB
activation. RvD1 also diminished the rate of apoptosis of CD3* T cells of the thymus
[129], which is a relevant cause of immunosuppression that is highly detrimental during
sepsis. Another member of the resolvins family, RvD2, exerted pro-resolutive effects
upon CLP by lowering local and systemic bacterial burden, reducing neutrophil and
increasing mononuclear peritoneal counts. This increase in macrophages was also
correlated with improvement of phagocytosis of E. coli by macrophages as well as
changes on IL-17, IL-10, PGEz, IL-6, IL-1p, IL-23, TNF-a, PGEz, and LTB4 levels [124].

Xia et al. [133] demonstrated that PDX also had an impact on sepsis outcomes after
CLP. Following treatment with PDX, the authors observed improvement in survival
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rates, prevention of multiple-organ injury (as demonstrated by liver and kidney
function markers), reduced bacterial colony formation unit (CFU) counts from both
blood and peritoneal fluid, and suppressed neutrophil recruitment while increasing
macrophage numbers with higher phagocytic abilities. Cytokine production and
polarization of macrophages were also affected by PDX, as M2 macrophages
(F4/80*CD206*) were increased and IL-6, TNF-a and MCP-1, markers of M1
macrophages, were decreased after treatment [133]. Similar promising results were
attributed to MaR1 that effectively reduced lactate, acetate, and pyruvate levels in
serum of CLP mice, downregulating proinflammatory cytokines and NF-kB, mitigating
mitochondrial damage of lung tissues and resulting in better survival ratios [137,138].

Airway infections are caused by bacteria, fungus, or viruses, which can be spread
through direct or indirect contact and eventually increase the risk of a secondary
coinfection [144-146]. Respiratory tract infections gained particular attention in the last
few years after the SARS-CoV-2 global pandemic. Commonly, prominent inflammation
is one of the hallmarks of airborne infections, which leads to significant tissue injury.
Hence, pre-clinical models are being extensively employed to study the role of SPMs on
pathogen-induced airway diseases. Using a sepsis-induced acute lung injury (ALI)
model, the authors determined that PDX ameliorated histopathological changes in lung
tissue, reduced bacterial load, pulmonary edema, PMN migration, and production of
IL-13, IL-6, TNF-a, and MCP-1. Mechanistically, these effects were likely linked to
suppression of NF-kB and upregulation of PPARYy, a natural receptor of PUFAs with
regulatory role in the inflammatory process [134]. In mice, hydrochloric acid aspiration
plus administration of E. coli mimics aspiration pneumonia in patients, one of the
leading causes of ALI and acute respiratory distress. Treatment with 100 ng RvE1
promoted bacterial clearance, lowered PMN counts and several proinflammatory
markers on lung homogenates. Inhibition of NF-kB and survival improvement were
also observed [120].

In a slightly distinct model of pneumonia, induced by E. coli and P. aeruginosa, AT-
RvD1 reduced CFU counts alone and potentialized ciprofloxacin activity when
combined with it. Moreover, neutrophil numbers on bronchoalveolar fluid were
reduced by AT-RvD1 but not by ciprofloxacin alone. Promotion of efferocytosis by
macrophages also contributed to a better disease outcome [126]. Similar results were
found by Isopi et al. [127] —RvD1 promoted resolution of P. aeruginosa infection and
inflammation in cystic fibrosis. In addition, the Gram-negative bacterium Haemophilus
influenzae is an opportunistic pathogen that can infect the upper respiratory tract and
exacerbate inflammation in susceptible patients. AT-RvD1 alters the inflammatory cell
profile and promotes efferocytosis of apoptotic neutrophils, dampening COX-2, IL-6,
and TNF-a in a murine nontypeable H. influenzae infection model [130].

Pre-clinical models of peritonitis have been employed to study antimicrobial
and/or anti-inflammatory therapies for several decades. It is an important and
reproducible approach to investigate infections [147,148]. Using an E. coli-induced
peritonitis model, the authors observed a protective effect of RvD2 by promoting PMN
apoptosis, limiting neutrophil migration and enhancing macrophage phagocytic ability,
effects that were absent in mice deficient in GPR18, an RvD2 receptor [123]. Similarly,
RvD1 shortened the resolution interval of E. coli peritonitis, and when combined with
antibiotic therapy, significantly raised bacterial phagocytosis and reduced IL-1f and IL-
6 [10]. The culture of human neutrophils with RvE1 also enhances phagocytosis of
opsonized E. coli [149]. When RvD1, RvD5 and PD1 (50 ng) were combined with a
suboptimal dose of ciprofloxacin, bacterial titers were diminished and mice were
protected from hypothermia. Additionally, levels of IL-6 and granulocyte-macrophage
colony-stimulating factor (GM-CSF) were reduced, and the production of the precursor
of D-series resolvins, 17-HDHA, was increased [10]. These results highlight a promising
ability to potentiate antibiotic efficacy. A combination of these three pro-resolving
mediators as a treatment at endogenous levels induced phagocytosis of E. coli by human
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macrophages in vitro, and pro-inflammatory genes related to the expression of NF-xB
and TNF-a were downregulated by RvD5 through activation of a GPR32 receptor [10].
In a different study, after E. coli intraperitoneal injection, treatment with LXA4 was able
to induce neutrophil apoptosis through phosphorylation of the BCL-2-associated death
promoter (BAD) and reduced expression of the myeloid leukemia sequence 1 (MCL1)
anti-apoptotic protein [110]. Additionally, treatment with RvE1l can decrease MPO
activity and production of IL-1f, and IL-6, and increase bacterial clearance [120].

Intestinal infection by the enteropathogenic Escherichia coli (EPEC) is a leading
cause of mortality among infants. The Gram-negative bacteria Citrobacter rodentium
shares many pathogenic mechanisms with EPEC in humans, and is therefore used as a
model of intestinal infection in newborn rodents. Therapeutic effects of RvD1 and RvD5
were observed in C. rodentium infection, showing substantial decrease in bacterial load,
lessening neutrophil influx and rescuing 33-100% of infected infants from death
(depending on the number of CFU injected). In addition, the treated groups of neonates
developed serum IgG responses comparable to those of infected adults, suggesting a
remarkable impact of RvD1 and RvD5 on immunological memory establishment [131].

Periodontitis is an inflammatory disease primarily caused by a microbiota
dysbiosis and raising of a pathobiont with excessive proliferation and invasion of oral
cavity, destroying periodontal tissues; it is commonly associated with the onset of
systemic illnesses if left untreated [150-152]. Experimental periodontitis shares
pathogenic features with other inflammatory diseases such as septic arthritis and is
employed to study inflammation and bone loss in oral cavity, which are easily
observable. In rabbits, topical application of an LXA4 analog prevented loss of
connective tissue and alveolar bone and significantly diminished inflammatory
infiltrate [117]. Restoration of soft tissues and resolution of the intense inflammation
were attributed to RvE], in contrast to PGE2 and LTBs administration which worsened
the disease. In addition, RvE1 reduced bone resorption and serum IL-1 and C-reactive
protein (CRP), which are markers of systemic inflammation [119]. Similar results were
observed on a periapical periodontitis model in rats treated with RvD2, as well as
healing of periapical lesions and lower bacterial burden [122].

Despite Staphylococcus aureus being a commensal microorganism of the body, it can
become opportunistic and cause skin and articular infections. Commonly, murine skin
pouch models are employed to assess S. aureus-induced infections. Coadministration of
RvD2 and S. aureus via intra-pouch injection reduced bacterial titers and neutrophil
numbers [123]. The combination of PD1, RvD5 and RvD1 reduced bacterial load by 10-
fold; strikingly, a combination of PD1, RvD5 and RvD1 with suboptimal doses of
vancomycin reduced bacterial load by 100-fold. This demonstrates that, in parallel with
classic antibiotic strategies, SPMs may be suitable as a promising approach against
pathogens.

Neutrophil extracellular traps (NETs) are scaffolds of chromatin released by
neutrophils along with proteases and enzymes that help entrap invading
microorganisms [153]. Excessive NET production is linked to collateral tissue damage
[154]. During murine S. aureus infection, RvT1, RvI2, RvT3 and RvT4 reduced bacterial
titers and NET formation, and in vitro, the treatment stimulated NET clearance by
human monocyte-derived macrophages, promoting resolution [132]. This points to
another mechanism by which SPMs could control tissue destruction caused by
inflammatory products.

In addition, growing evidence highlights the importance of time-regulated
production of SPMs. An interesting study published by Sordi and colleagues [116]
demonstrated that LXA4 played a detrimental role when administered at an early phase
of sepsis, worsening the infection, versus a protective effect when administered during
the late phase of the disease. Additionally, distinct outcomes were observed when
administering RvD2 at different timepoints in an E. coli peritonitis model. A higher
number of apoptotic PMN were detected when treatment was provided during the
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peak of the inflammation, but no such effect was observed when RvD2 was
administered during the onset of inflammation [123]. Therefore, these studies guide our
attention to certain particularities of each context, timepoint of administration and
disease profile that should be considered (and deeply explored) in future research to
maximize SPMs’ beneficial potential.

Altogether, these effects stimulated by SPMs could be helpful because they might
contribute to the reduction in new bacterial antibiotic resistance mechanisms given the
pro-efferocytosis actions of SPMs. Moreover, some antibiotics, such as p-lactams,
induce bacteriolysis releasing LPS and lipoteichoic acid (LTA) that can induce post-
infection sequelae due to persistent activation of immune cells [155]. Therefore, the
ability of SPMs to enhance bacterial clearance, lower antibiotic requirements, and
shorten resolution time interval [10] can be essential to uncover new ways to treat
infection. Ultimately, these effects can contribute to reduce antibiotic resistance and
post-infectious sequelae.

4.2. Viral Infections

The span and magnitude of the immune response against viruses depends on how
the virus interacts with host cells, the stages of replication, dissemination, and infection.
Humoral immunity assumes that viruses or infected cells stimulate B lymphocytes to
produce antibodies aimed at neutralizing and/or opsonizing the infected cell. The
binding between antibodies with the virus/infected cell can block the interaction of the
virus with the host cell, as well as facilitate recognition by cells of the immune system,
especially by cytotoxic cells, and activate the lysis of the infected cell by the complement
system [156]. Cell-mediated immunity, on the other hand, assumes that the infected
cells will be recognized by cells of the immune system, through the recognition of MHC
molecules, molecules related to DAMPs cell damage, or through the production of
cytokines by the infected cells. Among the main cells involved in this mechanism are
cytotoxic and helper T lymphocytes as well as NK cells [156]. Many viruses capable of
causing chronic infections tend to activate dendritic cells and macrophages, stimulating
them to produce TGF{ and IL-10, and these cytokines limit the inflammatory response
against the virus [156-160].

Effects of SPMs in Animal Models of Viral Infections

Many studies involving viral infections and SPMs investigate the interaction of
mediators with the influenza virus [102]. The current understanding is that there is a
direct relationship between the virulence of the virus strain and the production of SPMs
[102] since strains with high virulence (H5N1 and H1N1) can reduce lipoxin levels. It
was previously demonstrated that this decrease caused by H5N1 occurs mainly due to
the inhibition of ALOX5, the gene of the enzyme responsible for the synthesis of
lipoxins, and that its inhibition results in the dissemination of the virus to other tissues,
since the reparative tissue response was compromised [161]. PD1 was also previously
demonstrated to be effective against influenza, improving mice survival rates,
pulmonary functions, and infection by inhibiting nuclear export of viral transcripts
[135]. In addition, SPMs may help humoral immunity against viruses. The production
of IgG was stimulated by LXB. in B cells collected from individuals vaccinated against
influenza, and the authors concluded that the mechanism involved was related to the
increase in COX2 induced by LXBs, which in turn led to an increase in BLIMP1 and
XBP1 expression in B cells. Both are plasmatic cell differentiation factors that are directly
linked to the activity of memory B cells [162].

Respiratory syncytial virus (RSV) is the most common cause of viral pneumonia
among children. In mice, lung inflammation caused by RSV was mitigated by MaR1,
with significant increase in viral clearance and amphiregulin production, an epithelial
growth factor that aids in the resolution process [139]. These effects were, at least in
part, attributed to MaR1 ability to modulate aberrant inflammatory regulatory T cells
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(Tregs) that express FoxP3 and signal through LGR6, as LGR6-deficient mice presented
high viral load and exacerbated type-2 immune response [139]. Both macrophages and
Tregs express LGR6 constitutively [139].

In a murine stromal keratitis model of ocular infection by herpes simplex virus
(HSV)-1, untreated eye lesions do not regress even after viral clearance due to excessive
local inflammatory process and Th1/Th17 cells influx. Corneal ulceration, edema and
neovascularization arise from the local inflammatory response. Combined with
excessive infiltration of neutrophils, macrophages, dendritic and natural killer cells
[163], it may result in blindness [164]. Rajasagi and collaborators demonstrated that, in
mice, the administration of RvE1 [121] or AT-RvD1 [125] minimized the disease severity
by limiting leukocyte migration, neovascularization and production of pro-
inflammatory cytokines, contributing to lesion healing. Also, the AT-RvD1 treatment
upregulated IL-10 production, a major regulator of T-helper cell activation and secreted
by resolution type macrophages in response to RvE1 [165,166] and suppressing STAT1,
which influences in Th1 cell differentiation and IFN-y expression [121,125]. Comparable
results were described after topical application of NPD1, which mitigated the severity
of the disease, dampening leukocyte infiltration, as well as cytokine and chemokine (IL-
6, CXCL1, CXCL-10, CCL-20), metalloproteinases (MMP-2 and MMP-9) and vascular
growth factor (VEGF-A) production, therefore controlling tissue destruction and
abnormal vascularization [136]. Thus, SPMs may represent a safe and interesting
addition to current therapies to mitigate viral infections.

4.3. Parasitic Infections

Diseases caused by protozoan parasites and helminths still account for an
enormous social and health impact in tropical regions of the world, costing billions of
dollars annually [167]. The pathogenesis of parasitic infections is complex and differ by
pathogen. For example, eggs and larvae frequently induce granuloma formation and
fibrosis, protozoans trigger Thl response with high levels of IFN-y and TNF-a, and
helminths induce a strong Th2 response with significant eosinophilia [168].
Furthermore, parasitic infections often feature acute or chronic neuroinflammation and
are linked to an assortment of clinical outcomes, as pro-inflammatory cytokines
released by microglial cells and astrocytes are key players of the pathological process
[169]. The presence of parasites can impair the activity of glial cells, and this is
commonly related with pro-inflammatory mediators’ levels, cytotoxic action of nitric
oxide, and reactive oxygen species [169]. When the infection becomes chronic,
persistence of the pathogen leads to tissue damage and perpetuates inflammatory
processes, markedly characterized by cellular infiltrate, composed mainly of T cytotoxic
and T helper lymphocytes, macrophages, and B cells [170].

Effects of SPMs in Animal Models of Parasitic Infections

Although limited, some studies have addressed the role of SPMs as treatments for
parasitic infections. Cerebral malaria, caused by the parasite Plasmodium berghei in mice,
is mitigated by 15-epi-LXA4 [111]. The pathogenesis observed in this animal model
resembles infection by P. falciparum in humans. The relevance of lipid mediators
produced by 5-LOX, including LXAs4, was demonstrated by the infection of mice
deficient in this enzyme (Alox5-deficient mouse) that presented intense lymphocyte
infiltration and high pro-inflammatory cytokine expression, and also accelerated
mortality. These parameters were ameliorated by the LXA4 epimer, 15-epi-LXA4 [111].
In another study, Souza and colleagues [115] described protective effects of LXA4 on
cerebral malaria by reducing vascular dysfunction and edema, inducing
hemeoxigenase-1 (HO-1) expression and improving survival percentage. A distinct—
but not mild —parasitic disease caused by Trypanosoma cruzi, Chagas disease, can lead
to heart failure and death, if neglected [171]. A serious clinical manifestation of this
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disease is chronic cardiomyopathy, with significant focal leukocyte infiltration and
fibrosis. Mice infected with T. cruzi received AT-RvD1, antiparasitic therapy or a
combination of both; AT-RvD1 alone reduced serum levels of IFNy and IL-1p3, along
with inflammatory infiltrate and molecular markers of cardiac hypertrophy and tissue
fibrosis. Moreover, AT-RvD1 alone or in combination with an antiparasitic drug
reduced parasitic load [128]. This indicates that, similarly to what happens in bacterial
infections, SPMs could be used in combination to current clinically active drugs to
improve their efficacy.

4.4. What Mechanisms Are Shared by SPMs upon Infection Caused by Different Pathogens?

When comparing the described effects of SPMs between different types of
pathogens (e.g, bacteria vs. virus), some similarities can be noticed. As described above,
these pro-resolution mediators are able to limit the production and release of
chemokines [120,125,133,136], resulting in fewer cells recruited to the inflammatory site
[110,113,114,117,118,120,123,125,127,129,132,134,136,142] and strongly downregulate
pro-inflammatory cytokine release [10,120,121,124,125,128,130,133,134,136,137,139,141],
without compromising the microbicidal capacity of phagocytes [10,112-
114,120,124,126,127,129,131-133,135,141] that is an essential feature during an infection.
As a consequence of controlled inflammation, tissue healing is improved [119,122,128]
and survival rates are higher [109,110,112,116,118,120,124,129,131,133,135,137,141].

On the other hand, differences in SPM effects between different types of pathogens
are harder to point out. This is due to two main reasons: first, the immunopathology
mechanisms of infections can differ tremendously from each other, and naturally,
different aspects are considered and measured in each study. Therefore, there are some
knowledge gaps due to a lack of comparable data. And second, each SPM has different
chemical structures and kinetics, and their activity can be similar or different depending
on the context. Hopefully, novel studies will help fill this gap in the future.

5. Endogenous Production of SPMs in Animal Models of Infection

In addition to the studies evaluating the effect of exogenous (administrated) SPMs
in different disease contexts, endogenous lipid mediator levels have been quantified
upon infection in certain animal studies, as summarized in Table 3.

5.1. Production of SPMs in Animals upon Bacterial Infection

While SPMs have been shown to control E. coli infection, as discussed above, E. coli
is also known to induce the production of SPMs by different cells. In a self-resolving
model of the E. coli infection, endogenous RvD3 [172] and MaR1 [173] were detected in
inflammatory peritoneal exudates (24 h and 4 h after infection, respectively), indicating
that production of these mediators is induced upon infection. Similarly, after stimulus
with E. coli, mouse and human vagus nerves produce SPMs to contribute to host
homeostasis [174]. The human vagus nerve produces RvD4, RvD6, MaR1, 45,145-
diHDHA, and 15-epi-LXA4 while the mouse vagus nerve produces only PDX [174],
showing a species-specific production of SPM upon E. coli infection. This is in
accordance with a study showing that vagotomy delays resolution of self-limiting E. coli
infection by controlling the production of PD conjugate in tissue regeneration (PCTR1)
and PD1 [175]. Therefore, in self-resolving E. coli infection, bacteria stimulate the vagus
nerve to produce SPM that have a role in resolution of inflammation and infection. The
role of the vagus nerve is biologically relevant since vagotomy delays resolution by
impairing SPM production.

Table 3. Studies that verified endogenous production of SPMs upon
administration of bacteria, viruses, or parasites.

Infectious Agent Model SPMs Timepoint Peak Method of Ref
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Detected Analyzed Detection

LC-MS/MS and

E. coli Peritonitis RvD3 24 h after infection N/A MRM [172]
. S 0, 4, 12, 24 h after LC-MS/MS and
E. coli Peritonitis MaR1 infection 4h MRM [173]
. . 0, 24, and 72 h after LC-MS/MS and
E. coli Pneumonia RvD1 infection 72h MRM [126]
Bacteria Clostridium e .
butyricum MIYAIRI Antlblotlc'—ln'duced PDI 4 and 8 qays 'after N/A UHPLC-Triple [176]
588 Dysbiosis administration TOF/MS
LXA4 6h
. . . LXB4 6h
Polymicrobial Sepsis RvD1 6 and 12 h after CLP 6h LC-MS/MS [118]
RvD5 12h
0, 5, 10, 15, 20, 25 C ial kit
Toxoplasma gondii ~ Toxoplasmosis LXA4 . . 15th day ormereia £t [177]
days after infection (Neogen)
Commercial kit
Klebsi 24 h af
lebswll'a Pneumosepsis LXA4 6 ar.1d . after 6h (Oxford Biomedical [116]
pneumoniae infection
Research)
Parasite ( 28&; day)
cerebrum
T 1 , g
oocara cants 7,14,28,42,70,and  98thday HLCinMi/MSﬁ
Neurotoxocarosis NPD1 98 days after (cerebellum) oflowing hegative [178]
. . electrospray
infection 14th day -
. 1onization
Toxocara cati (cerebrum and
cerebellum)
Influenza A virus
strain A/Puerto . 0,6,12,24, and 48 LC-MS/MS and
Virus . Severe influenza PD1, LXA . . N/A 135
Rico/8/34 (HINT) ' hafter infection / MRM [133]
(PRS8 virus)

Acetylcholine derived from neurons acts on CD335‘ILC3 to increase the
production of the PCTR1 pathway marker 17-hydroxy-4Z,7Z,10Z,132,15E,192-
docosahexaenoic acid (17-HDHA). Additionally, adoptive transfer of ILC3 in E. coli-
infected and vagotomized mice restore resolution index by reducing neutrophil
recruitment and shortening resolution interval [175], demonstrating the relevance of
vagus nerve-ILC3 communication. Expanding this cross-talk, in case of depletion of
ILC3 or in vagotomized mice, peritoneal macrophages produce lower levels of PCTR1,
indicating a role for ILC3—-macrophage cross-talk in PCTR1 production. Reduction in
peritoneal ILC3, furthermore, results in impaired E. coli phagocytosis, increased
peritoneal bacterial load, and increased inflammation-initiating eicosanoids PGDx,
PGE2, PGF201, TXB2 and LTB4 [175]. In accordance, adoptive transfer of ILC3 treated with
a lipoxygenase inhibitor abrogates the beneficial effect of these cells, indicating that
ILC3 needs active lipoxygenase likely to produce SPMs, which then actively induce
peritonitis resolution and host responses to infections [175]. Altogether, these data not
only show the immunoresolvent properties of SPMs but also that cellular
communications exist through the release of SPM. These cellular communications can
be both from immune cell to immune cell and from neuron to immune cell. These types
of cellular communications use SPMs to regulate infection outcome.

Pneumonia caused by E. coli in mice resulted in temporal synthesis and release of
AT-RvD1, detected 24 h and peaking 72 h after infection, as determined by
metabololipidomics performed on lung tissue [126]. In a similar model of pneumococcal
pneumonia in mice, blockade of ALX/FPR2 (lipoxins and some D-series resolvins
receptor) increased pulmonary edema, bacterial burden, and protein accumulation on
air spaces [179]. This indicates that impairment of the resolution phase of the
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inflammation may contribute to disease worsening and progression to chronic disease.
In fact, upregulation of the production of SPMs may be a protective mechanism exerted
by beneficial microorganisms—the probiotic bacteria Clostridium butyricum MIYAIRI
588 helps protect the gut epithelial barrier from damage caused by antibiotic treatment
by upregulating PD1, palmitoleic acid and 15d-prostaglandin ]2 [176]. Furthermore, in
animals lacking a nucleotide-binding domain, leucine-rich repeat-containing receptor,
pyrin domain-containing-3 (NLRP3) inflammasome, CLP-induced sepsis resulted in
decreased mortality due to reduced proinflammatory mediators and augmented LXB4
generation [118]; in addition, M. tuberculosis-infected mice produce LXA4 to enhance
control of the infection [180].

Although not in a mouse model of infection induced by bacteria, a-Hemolysin
(Hla) from S. aureus induces SPM formation. Intraperitoneal injection of Hla increases
production of 15-lipoxygenase-1 (15-LOX-1) enzyme in murine M2-like macrophages.
This effect is correlated to an increase in Hla phagocytosis and depletion of Hla
impaired SPM formation, indicating that recognition of Hla by macrophages is
important to promote bactericidal effects [181]. Interestingly, it was also noted that a
particular threshold of bacterial challenge is required to activate different mediator
pathways: 15-LOX-1-mediated SPM production required higher S. aureus multiplicity
of infection (MOI) than that for 5-LOX or COX products. Also, SPM levels were detected
later than COX/5-LOX products (starting at 90 min and 30 min, respectively) [181]. This
suggests that different pathways may be activated during the response against S. aureus
to promote distinct lipid mediator production.

5.2. Production of SPMs in Animals upon Viral Infection

Unfortunately, there is limited evidence on the quantification of SPM levels in
animal models of viral infections. Animals that undergo severe influenza infection show
increased levels of COX pathway products, such as PGEz, and decreased levels of DHA
metabolites: 17-HDoHE —resolvin and protectin precursor—PD1, and LXA4 in lung
tissue. Interestingly, these metabolites showed a large impact on the viral replication in
vitro and on survival rates, when administered, in mice [135]. Similarly, 17-HDoHE was
identified in murine samples following administration of sublethal doses of different
influenza viruses, PR8/HIN1 (high pathogenicity) and X31/H3N2 (low pathogenicity).
In the same study, different forms of hydroxylated DHA were detected in specific stages
of the infection: 4-, 10-, 13-, and 20-HDoHE levels increased between days 3 and 5 after
infection with lethal doses of PR8/H1N1, while 8-, 14-, and 16-HDoHE peaked at day 3
[106]. The importance of temporal identification of SPMs and their precursors relies on
the fact that contrasting results have been reported on pro-resolving mediator
administration in early versus late phase of the infection, highlighting the relevance of
completely elucidating the way in which resolution is orchestrated as well as the
beneficial SPM treatment administration time frame [116,123].

5.3. Production of SPMs in Animals upon Parasitic Infection

As previously mentioned, since SPMs are endogenous players of inflammation
resolution, regulation of production of these mediators in a timely manner is essential.
Parasitic infections are not different. Cytokines such as TNFa, IFN-y and IL-12 are
essential for host resistance against the protozoan Toxoplasma gondii. During the early
phase (5-10 days after inoculation), IL-10 seems to be the main player regulating IL-12-
dependent IFN-y production, but after IL-10 levels decrease, there is a substantial
production of LXA4, beginning at day 10 and reaching a plateau at day 15 after infection,
limiting excessive cytokine production and mortality during a late phase of the
infection. Therefore, LXA4 seems to work in synergy with IL-10, as the mouse strain
deficient in the enzyme that produces LXA4, 5-LOX7 succumb two weeks after
inoculation [177]. In another article, the authors inoculated Toxocara canis and Toxocara
cati eggs in mice to induce neurotoxocarosis, a common and underestimated parasitic
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infection that affects populations globally [178]. Temporal analysis of bioactive lipid
metabolites during the infection showed a significant increase in LOX-derived
metabolites when compared to noninfected group. In addition, significantly elevated
levels of NPD1 were detected at days 14, 28 and 42 after infection (p.i.) in T. canis-
infected and at days 14 and 42 p.i. in T. cati-infected mouse brain. In the cerebellum,
increased levels of NPD1 were additionally detected on day 98 (T. canis) and day 28 (T.
cati) [178]. Neuronal cell survival, control of leukocyte infiltration, oxidative stress
protection, and inhibition of COX-2 expression and NF-kB activation are some of the
effects of NPD1 in the brain [182,183]. These studies contribute to understanding the
temporal production profile of these mediators and the ways in which they coordinate
resolution, infection control and healing.

In this manner, these data suggest that impairment of the resolution phase of the
inflammation, either by compromising cell signaling, pathogen recognition by the host
or disruption of temporally regulated SPM production and release are directly related
to worsening disease progression and outcomes.

6. Conclusions

Management of diseases caused by pathogens have been a challenge for centuries,
and infections are one of the leading causes of morbidity and mortality globally. Factors
that contribute to this problem can be pathogen-related, such as antibiotic resistance
and virulence factors, or host-related, such as a lack of basic resources to prevent or treat
infections and a debilitated immune response (due to comorbidities, stress, habits, etc.),
and all directly impact morbidity and mortality of infections. In fact, perpetuation of
the inflammatory response is commonly associated with high-prevalence
neurodegenerative, cardiovascular, and rheumatic diseases [184]. A previous
assumption was that resolution of inflammation would be a passive process; however,
it is currently understood as an active process which is induced by SPMs.

As key players of resolution, SPMs are produced during self-resolving sterile and
non-sterile inflammation. During infections, accumulating evidence shows that
endogenous production of pro-resolving mediators correlates with lower cytokine levels
and is linked to a better prognosis in patients [90,98], and disruption of SPM production or
signaling negatively impacts microbicidal response in animals [175,179]. Pre-clinical studies
point out the bacterial clearance capacity of SPMs [10,112-114,120,124,126,127,129,131-
133,141], reduction in leukocyte influx
[110,113,114,117,118,120,123,125,127,129,132,134,136,142] and enhanced
phagocytosis/efferocytosis [113,114,118,123,124,126,130,133]. These activities are tissue-
and disease-specific [6], and temporal regulation of SPM production seems to be
essential to orchestrate a beneficial instead of a deleterious response [116,123]. We have
summarized the SPM mechanisms in Figure 2.

Along with proper elucidation of the ways in which SPMs act during infections,
future research is needed to address current limitations in this field. First, new families
of SPMs are being discovered, and the receptors they may act on still need to be
investigated. Second, orthologs from different species need to be explored and part of
lipid mediator profiling in pre-clinical studies may not be transferable to humans [185].
There are a few interventional clinical trials involving SPMs or their precursors
(ClinicalTrials.gov ~ Identifier: =~ NCT02719665; NCT01675570; = NCT04088240;
NCT04308889; NCT01865448); unfortunately, none of them involve infectious diseases
and all lack results and conclusions thus far. This fact limits the discussion of the clinical
pharmacological perspectives of SPMs in infections. Third, development of analogs
with increased biostability may overcome challenges and help uncover physiologic
roles of these mediators, so SPMs can become useful tools as biomarkers and effective
treatments soon. Fourth, lipidomic studies are extremely useful; however, it seems that
we also need information about the profile of SPM receptors and the cells that are
expressing those receptors. Evidence has determined that enhancing SPM receptor
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increases the final biological activity without alteration of SPM concentration [186]. This
indicates that in addition to the levels of SPMs, the profile of receptor expression is
essential information to understand their contribution to disease outcomes. Therefore,
knocking out specific receptors in selected cell types would be an essential approach to
bring definitive evidence on the endogenous roles of SPMs in infections and other
diseases. In any case, the pharmacological use of SPMs is also a valid approach
evidencing the therapeutic application of exogenous SPMs administration.
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Abstract: During an infection, inflammation mobilizes immune cells to eliminate the pathogen and
protect the host. However, inflammation can be detrimental when exacerbated and /or chronic. The
resolution phase of the inflammatory process is actively orchestrated by the specialized pro-resalving
lipid mediators (SPMs), generated from omega-3 and -6 polyunsaturated fatty acids (PUFAs) that
bind to different G-protein coupled receptors to exert their activity. As immunomesolvents, SPMs
regulate the influx of Ieukoq'tes to the inflammatory site, reduce cytokine and chemokine levels,
promote bacterial clearance, inhibit the export of viral transcripts, enhance efferocytosis, stimulate
tissue healing, and lower antibiotic requirements. Metabolomic studies have evaluated SPM levels
in patients and animals during infection, and temporal regulation of SPMs seems to be essential to
properly coordinate a response against the microorganism. In this review, we summarize the current
knowledge on SPM biosynthesis and classifications, endogenous production profiles and their effects

in animal models of bacterial, viral and parasitic infections,

Keywords: SPMs; inflammation; resolution; bacteria; virus; parasites

1. Introduction

Physiological response of the body to an infection consists in orchestrating a complex
immunological defense, including triggering the inflammatory process. Acute inflam-
mation is characterized by the production and release of molecules such as cytokines,
chemokines, metalloproteinases, prostaglandins, and leukotrienes, which attract leuko-
cytes, mainly neutrophils and macrophages, at the inflammation site [1,2]. Inflammatory
mediators are essential to fight the pathogen, but may be detrimental to the host tissue, es-
pecially when inflammation becomes chronic. The “resolution” phase of the inflammation
happens to prevent collateral damage and it is an active process: the so-called Special-
ized Pro-resolving lipid Mediators (SPMs) are key players produced by the metabolism
of polyunsaturated fatty acids (PUFAs): arachidonic acid (AA), eicosapentaenoic acid
(EPA), docosapentaenoic acid (DPA) and docosahexaenoic acid (DHA ). SPMs are currently
classified into lipoxins (LX), resolvins (Rv), maresins (MaR), and protectins (PD) [3].

SPMs act as immunoresolvents by sending “stop sighals” within the picogram to
nanogram dose range [4] in a time- and context-dependent manner [5]. These compounds
have also been described to act in a tissue- and disease-specific manner [6]. As a result
of that, 5PMs control the influx of granulocytes to the site of the inflammation, stimulate
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Background and Purpose: Gouty arthritis is characterized by an intense inflammatory
response to monosadium urate crystals (MSU), which induces severe pain. Current
therapies are often ineffective in reducing gout-related pain. Resolvin D1 [RvD1) is a
specialized pro-resolving lipid mediator with anti-inflammatory and analgesic proprie-
ties. In this study, we evaluated the effects and mechanisms of action of RvD1 in an
experimental mouse model of gouty arthritis, an aim that was not pursued previously
in the literature.

Experimental Approach: Male mice were treated with RvD1 (intrathecally or intra-
peritoneally) before or after intraarticular stimulation with MSU. Mechanical hyperal-
gesia was assessed using an electronic von Frey aesthesiometer. Leukocyte
recruitment was determined by knee joint wash cell counting and Immunoflucres-
cence, IL-1p production was measured by ELISA. Phosphorylated NF-kB and
apoptosis-associated speck-like protein containing CARD [ASC) were detected by
immunofiuorescence, and mRNA expression was determined by RT-gPCR. CGRP
release was determined by EIA and immunofluorescence, MSU crystal phagocytasis
was evaluated by confocal microscopy,

Key Results: RvD1 inhibited MSU-induced mechanical hyperalgesia in a dose- and
time-dependent manner by reducing leukocyte recruitment and IL-1( production in
the knee joint. Intrathecal RvD1 reduced the activation of peptidergic neurons and
macrophages as well as silenced nociceptor to macrophage communication and

Abbrevistions: AITC, albyl isothiccyanate: ALKFFRE. ligaxin receptan™ -fom d peptide receplon-2: ASC. apoptosii-associabed speck-fike protein conbaining o caspese recrufment domsing
BMDOM, bore marrow-deived macraphages; CAlA collagen antibody-induced srthritis; CFA complete Freund s adjusant; DAPL, 4' 6-diamiding-2- pherylindole: DRG, doesal root gangiia; GA
gty aribwitis; GM-CSF, granulacyie/mancoyie celony stimulating facios, GPRIE. G pratein-couplead receptor 18 GFRIZ. G pratein-coupked receptor 32 IL-1R1, intedeckin 1 recepiar type |
e, irhibitor of kappa B LysdA, lysoeyme b; MaRl, moresin 1: M5U, monoscdivm urate; NUAPI, MLE family pyrin domain containing 3; PGK. phosphatidylinestel 3-kinase; pMF-eB
phasphandated nuckear fachor kappa B: FRARYy, perosisome proliferatar actvated recepbor gamma APML Ressell Park Memorial Institube 1600 media; BT-qPCR, real-time quantiative
Pz dhein reactions BeD 3, resobvin 01; ReD2 resolvin D2 RyEL resolvin E1: 5P, speciai zed pro-resobing mediabor SWE static weighl besring; TRAP, Larirste-resibant adid
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Intense Acute Swimming Induces
Delayed-Onset Muscle Soreness
Dependent on Spinal Cord
Neuroinflammation
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Unacoustomed exercise invotving eccentric contractions, high intensity, or long duration
are recognized to induce delayed -onset muscle soreness (DOMS). Myooyte damage and
inflammation in affected peripberal tissues contribute to sensitize muscle nociceptors
leading to muscle pain. However, despite the essential role of the spinal cord in the
regulation of pain, spinal cord neuninflammatory mechanisms in intense swimming-
induced DOMS mmain to be investigated. We hypothesized that spinal cord
neuminflammation contributes to DOMS. CS5TBL/GE mice swam for 2 h to induce
DOMS, and nociceptive spinal cord mechanisms were evaluated. DOMS triggered the
activation of astrocytes and microgliain the spinal cord 24 h after exercise compared to the
sham group. DOMS and DOMS-induced spinal cord nuclear factor «B (NF«B} activation
wene reduced by intrathecal treatments with glial inhibitors (fluorocitrate; a-aminoadipate,
and minocyciing] and MNFE inhibitor [pyrmoliding dithiocarbamate (POTC)]. Morsover,
DOMS was also reduced by ntrathecal treatments targeting C-¥a-C motit chemolane
figand 1 |CX4CL1), tumor necrosis factor (TNF-a, and intedeukin JLU-1f or with
recombinant IL-10. In ageement, DOMS induced the mRANA and protein expressions
of CXzCR1, TNF-q, IL-1p, IL-10, c-Fos, and oxidative stress in the spinal cord. All these
immune and cellular aterations tiggered by DOMS were amenable by intrathecal
treatments with glial and NFeB inhibitors, These results support a role for spinal cord
glial cells, va NFxB, cytokines/chemackines, and oxdative stress, in DOMS. Thus, urvedling
neuninflammatory mechaniams by which unasccustomed exercise induces central
sensitization and consequenthy DOMS.

Keywords acule exerdise, delayed-onsel muescle soreness, spinal cord, gilal cells, neurcinfiammation
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Sphagneticola trilobata (L.) Pruski-derived kaurenoic acid prevents R
ovalbumin-induced asthma in mice: Effect on Th2 cytokines, STAT6/

GATA-3 signaling, NFkB/Nrf2 redox sensitive pathways, and regulatory T

cell phenotype markers

af,

Sergio M. Borghi »"“', Talita P. Domiciano ™', Fernanda S. Rasquel-Oliveira®, Camila R. Ferraz”,
Allan J.C. Bussmann?, Josiane A. Vignoli®, Doumit Camilios-Neto®, Sergio R. Ambrésio®,
Nilton S. Arakawa ‘l‘e, Rubia Casagrande 4 waldiceu A. Verri Jr. ™’

* Departamento de Giencias Patologicas, Gentro de Ciencias Biologicas, Universidade Estadual de Londrina, Rod Gelso Garela Gid KM480 PR445, 86057-970, Londring,
Parana, Brazil

b Departamento de Bioquimica e Biotecnologia, Gentro de Giencias Exatas, Universidade Estadual de Londrina. Rod. Celso Garcia Cid KM480 PR445, 86057-970.
Londrina, Parand, Brazil

€ Niicleo de Pesquisa em Giencias Exatas e Tecnologicas, Universidade de Franca - Unifran, Avenida Dr. Armando de Sales Oliveira, 201, Parque Universitario, Franca,
Sao Paulo, 14404-600, Brazil

4 Departamento de Gigncias Farmaceuticas, Centro de Ciencias de Saiide, Avenida Robert Koch, 60, Universidade Estadual de Londring, 6039-440, Londring, Parand,
Brazil

© Departamento de Quimica, Centro de Ciencias Exatas, Universidade Estadual de Londring, Rod. Celso Garcia Cid KM480 PR445, 86057-970, Londrina, Parana, Brazil
f Centro de Pesquisa em Ciéncias da Seiide, Universidade Norte do Parana - Unopar, Rua Marselha, 591, Jardim Piza, 86.041-140, Londrina, Parand, Brazil

ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Ethnopharmacological relevance: Sphagneticola milobata (L.) Pruski is used in madidonal medicine in Brazil for
Kaurenoic acid inflammatory diseases treatment including asthma. The diterpene kaurenocic acid (KA) is one of its active
Asthma compounds, but whether KA activity could explain the traditional use of 5. trilobata in asthma is unknown.
Lenkocytes Aim: Investigate KA effect and mechanisms in asthma.

Cytokine

Methods: Experimental asthma was induced by ovalbumin immunization and challenge in male Swiss mice. KA
(0.1-10 mgrkg, gavage) was administered 1 h before the ovalbumin challenge. Total leukocytes, eosinophil, and
mast cell were counted in bronchoalveolar lavage fluid (BALF), and lung histopathology was performed. Lung
mRNA expression of Th2 and regulatory T cells markers, and BALF type 2 cytokine production were quantitated.
NFxB activation and oxidative sress-related components in pulmonary tissue were measured.

Results: KA inhibited the migration of total leukocytes and eosinophils to BALF, reduced lung histopathology
(inflammarory cells and mast cells), mRNA expression of IL-33/8T2, STAT6/GATA-3 and NFkB activation in the
lung, and reduced IL-33, IL-4, IL-5 production in the BALF. KA alse reduced the mRNA expression of INOS and
gp91P"*, and superoxide anion production accompanied by the induction of Nrf2, HO-1 and NQO1 mRNA
expression, thus, exerting an antioxidant effect. Finally, KA induced nTreg-like and Tr1-like, but not Th3-like
markers of suppressive T cell phenotypes in the lung tissue.

Conclusion: KA prevents antigen-induced asthma by down-regulating Th2 and NFkB/cytokine-related pathways,
and up-regulating Nrf2 and regulatory T cells’ markers. Thus, explaining the ethnopharmacological use of
8. rilobata for the treatment of lung inflammarory diseases.

And oxidative stress

* Corresponding author. Centro de Ciéncias Biologicas Departamento de Ciéncias Patolégicas, Rod. Celso Garcia Cid, Pr 445, Kim 380, Postal Code 10, Londrina,
Parand, Brazil.;
E-mail addresses:
Oliveira), camila_ferr:
Neto), sergio.ambrosi
yahoo.com.br (W.A. Verri).
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ahoo.com.br (S.M. Borghi), talita perdigas
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The diterpene from Sphagneticola trilobata (L.) Pruski, kaurenoic acid,
reduces lipopolysaccharide-induced peritonitis and pain in mice

Sergio M. Borghi ™', Sandra S. Mizokami ™', Thacyana T. Carvalho®,

Fernanda S. Rasquel-Oliveira”, Camila R. Ferraz ", Victor Fattori®, Thiago H. Hayashida®,
Jean P.S. Peron d, Doumit Camilios-Neto ®, Sergio R. Ambrosio ', Nilton S. Arakawa ,
Rubia Casagrande °, Waldiceu A. Verri Jr. ™

* Departamento de Ciéncias Patologicas, Centro de Ciéncias Biologicas, Universidade Fstadual de Londrina, 86057-970, Londrina, Parana, Brazil
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¢ Departamento de Ciencias Farmaceuticas, Centro de Ciencias da Saiide, Universidade Estadual de Londring, 86038-350, Londrina, Parang, Brazil

4 Department of Immunology, Institute of Biomedical Sciences, Ed. Biomédicas IV, University of Sao Paulo, Av. Prof. Dr. Lineu Prestes, 1730, 05508-900, Sao Paulo,
Brazil

© Department of Biochemistry and Biotechnology, Exact Sciences Center, Londrina State University, Londrina, 86057-970, Brazil

£ Niicleo de Pesquisa Em Ciéncias Exatas e Tecnalégicas, Universidade de Franca, 14404-600, Franca, Sao Paulo, Bragil

ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Ethnopharmacological relevance: Sphagneticola trilobata (L.) Pruski is a plant species belonging to the Asteraceae
Kaurenoic acid family. Kaurenoid acid (KA) is a diterpene metabolite and one of the active ingredients of Sphagneticola trilobata
LPS-Induced inflammation and pain (L.) Pruski. Extracts containing KA are used in traditional medicine to treat pain, inflammation, and infection.
lé;’:l;m.cy:s Aim: The goal of the present study was to investigate the in vivo effects of KA (1-10 mg/kg, per oral gavage) upon
Dt it LPS inoculation in mice by intraperitoneal (i.p.) or intraplantar (i.pl.; subcutaneous plantar injection) routes at
the dose of 200 ng (200 uL or 25 pL, respectively).
Methods: In LPS paw inflammation, mechanieal and thermal hyperalgesia MPO activity and oxidative imbalance
(TBARS, GSH, ABTS and FRAP assays) were evaluated. In LPS peritonitis we evaluated leukocyte migration,
cytokine production, oxidative stress, and NF-xB activation.
Results: KA inhibited LPS-induced mechanical and thermal hyperalgesia, MPO activity and modulated redox
status in the mice paw. Pre- and post-treatment with KA inhibited migration of neutrophils and monocytes in LPS
peritonitis. KA inhibited the pro-inflammatory/hyperalgesic cytokine (e.g., TNF-a, IL-1p and IL-33) production
while enhanced anti-inflammatory/analgesic evtokine IL-10 in peritoneal cavity. In agreement with the effeet of
KA over pro-inflammatory cytokines it inhibited oxidative stress (total ROS, superoxide production and super-
oxide positive cells) and NF-kB activation during peritonitis.
Conclusion: KA efficiently dampens LPS-induced peritonitis and hyperalgesia in vivo, suggesting it as a suitable
candidate to control excessive inflammation and pain during gram-negative bacterial infections and bringing
mechanistic explanation to the ethnopharmacological application of Sphagneticola trilobata (L.) Pruski in
inflammation and infection.

1. Introduction

Upon treatment with antibiotics such as ceftazidime and release of

* Gorresponding author. Departamento de Ciencias Patologicas, Centro de Ciencias Biologicas, Universidade Estadual de Londrina, Rod. Celso Gareia Cid. Km 380,
PR 445, Cx. Postal 10.011, 86057-970, Londrina, Parana, Brazil.
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Neuroimmune communication in infection and pain: Friends or foes? i |
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Clinically, a variety of micro-organisms cause painful infections. Before seen as bystanders in the context of
Hest-pathogen infections, recent studies have demonstrated that, as immune cells, nociceptors can sense pathogen-derived
Immunoresolvent products. Nociceptors and immune cells, therefore, have evolved to communicate with each other to control
Nervous system 2 A 3 S = Fl

inflammarory and host responses against pathogens in a complementary way. This interaction is named as
Neuroimmunology "7 P s P - Y.

neuroimmune communication (or axen-axon immune reflex) and initiates after the release of neuropeptides,
such as CGRP and VIP by neurons. By this neurogenic response, nociceptors orchestrate the acdvity of innate and
adaptive immune cells in a context-dependent manner, In this review, we focus on how nociceptors sense
pathogen-derived products to shape the host response. We also highlight the new concept involving the reso-
lution of inflammarion, which is relatred to an active and time-dependent biosynthetic shift from pro-
inflammatory to pro-reselution mediators, the so-called specialized pro-resolving lipid mediators (SPMs). At
very low doses, SPMs act on specific receptors to silence nociceptors, limit pain and neurogenic responses, and
resolve infections. Furthermore, stimulation of the vagus nerve induces SPMs production to regulate immune
responses in infections. Therefore, harnessing the current understanding of neurc-immune communication and
neurogenic responses might provide the bases for reprogramming host responses against infections through well
balanced and effective immune response and inflammarion resolution.

Resolution of inflammation
Sensory neurons

frequent injuries and reduction of lifespan as observed in individuals
diagnosed with congenital insensitivity to pain.

1. Introduction

Organisms have evolved to sense and detect external stimuli in order
to protect themselves from potential dangers within the environment.
This ability is mainly dependent on the capacity of the neural eircuits to
receive and process that information. For that, organisms’ neurons are
densely distributed throughout the body to allow this sensory
processing.

Pain is, perhaps, the most evolutionary conserved protective sign.
Nociceptive pain is triggered by the activation of high-threshold
specialized cells called nociceptors and works as an early warning de-
vice to call our attention to potential danger in the environment and
injury. It generates adaptive learning intimately linked to negative
emotions that ultimately protects the individual [1,2]. Therefore, to be
effective, nociceptive pain must trigger a physiological response that the
host cannot ignore. Lack of ability to sense pain impairs individual's lite
because one cannot differentiate non-noxious from noxious, resulting in

It is now recognized that peripheral and spinal cord sensitization of
nociceptors and changes in the immune cell phenotypes are in the heart
of persistent pathological pain. While the activation of high threshold
nociceptors triggers nociceptive pain, inflammatory pain lowers the
neuronal activation threshold where pain generation arises from non-
noxious stimuli [3 5]. During inflammation, prostaglandin (PG) E.,
histamine, and cytokines released by macrophages, neutrophils, and
mast cells are the main responsible for reducing neuronal threshold and
producing peripheral sensitization [3,5,6]. Further increasing that list of
mediators, recent evidence demonstrates that anti-collagen type II
antibody immunocomplex acts on FeyRl and FeyRIlb receptors
expressed by mouse TRPV1' dorsal root ganglion (DRG) neurons to
excite these cells causing pain and neuropeptide release [7]. In addition
painful
pathogen-derived products such as streptolysin § [8], a-hemolysin [9],

to those mediators, nociceptors can also recognize

* Correspending author ar: Departamento de Ciencias Parologicas, Universidade Estadual de Londrina, Rodovia Celso Garcia Cid Km480 PR445, Post-office box
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Role of the iNOS isoform in the cardiovascular dysfunctions of male rats i

with 6-OHDA-induced Parkinsonism
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Introduction: Available studies have shown the involvement of nitric oxide (NO) in the processes that lead to
Parkinson’s disease neurodegeneration in Parkinson's disease (PD). Also, the use of inhibitors of the inducible isoform of NO-

Cardiovascular changes
Vascular reactivity
Nitrie oxide synthase
S-methylisothiourea

synthase (iNOS) promotes neuroprotection and attenuates dopamine (DA) loss in experimental models of
Parkinsonism. In additien, NO also appears te be invelved in cardiovascular changes in &-hydroxydopamine (&-
OHDA}-induced Parkinsonism. The current study aimed to evaluate the effects of iNOS inhibition on cardio-

Blood pressure vascular and autonomic function in animals that were subjected to Parkinsonism by the administration of 6-

OHDA.

Materials and methods: The animals underwent stereotaxic surgery for bilateral microinfusion of the neurotoxin 6-
OHDA (6 mg/mL in 0.2% ascorbic acid in sterile saline solution) or vehicle solution for the Sham group. From the
day of stereotaxis until the day of femoral artery catheterization, the animals were treated with the iNOS in-
hibitor, S-methylisothiourea (SMT; 10 mg/kg: i. p.) or saline solution (0.9%: i. p.} for 7 days. The animals were
divided into four groups: Sham-Saline, Sham-SMT, 6-OHDA-Saline, and 6-OHDA-SMT. Subsequent analyses were
performed on these four groups. After 6 days, they underwent catheterization of the femoral artery, and 24 h
later, mean arterial pressure (MAP) and heart rate (HR) were recorded. Another group of animals (the 6-OHDA
and Sham groups) was assessed for aortic vascular reactivity after 7 days of bilateral infusion of 6-OHDA or
vehicle, in which cumulative concentration-effect curves (CCEC) were made for phenylephrine (Phenyl),
acetylcholine and sedium nitroprusside (NPS). Also, CCEC in the presence of Nw-nitro-arginine-methyl-ester (L-

NAME) (10-5 M), SMT (10-6 M), and indomethacin (10-5 M) blockers were made.

Results: The effectiveness of the 6-OHDA lesion was confirmed with the reduction of DA in 6-OHDA animals.
However, treatment with SMT could not reverse the loss of DA. Concerning the baseline parameters, SBP and
MAP values were lower in 6-OHDA animals compared to their sham control, with no effect of weaoment with
SMT. In the analysis of SBP variability, a decrease in variance, the VLFabs component, and the LFabs component
were observed in the 6-OHDA groups when compared to their controls, regardless of reatment with SMT. It was
also observed that intravenous injections of SMT resulted in an increase in BP and a decrease in HR. However, the
response was not different berween the Sham and 6-OHDA groups. In vascular function, there was a hypo-
reactivity to Phenyl in the 6-OHDA group, and when investigating the mechanisms of this hyporeactivity, it was
seen that the Rmax to Phenyl increased with incubation with SMT, indicating that iNOS could be involved in the

vascular hyporeactiviry of animals with Parkinsenism.

* Corresponding author. Departamento de Ciéncias Fisiologicas, Centro de Ciéncias Biolégicas, Universidade Estadual de Londrina, Rodovia Celso Garcia Cid, Km
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Comprovante de aprovagao do projeto na Comissao de Etica no Uso de Animais (CEUA)

Universidade
Estadual de Londrina

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

OF. CIRC. CEUAN° 18 Londrina, 25 de fevereiro de 2019.

Prezado (a) professor (a)

Certificamos que o projeto intitulado: “Desenvolvimento de sistema nanoestruturado para
liberagdo controlada de lipideos pro-resolucfio: Tratamento de artrites infecciosas e ndo infecciosas,
fibromialgia, dor neuropatica e dor dssea no cincer” registrado sob processo CEUA n° 13337.2018.89 sob a
responsabilidade de Waldiceu Aparecido Verri Junior que envolve a produgdo, manutengdo 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 Experimentagio
Animal (CONCEA), e foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual de
Londrina (CEUA/UEL), em 25/02/2019.

O objetivo deste projeto é desenvolver sistemas nanoestruturados baseados na ferritina para liberagio
controlada dos lipidios pro-resolugdo resolvinas RvD1, RvD2 e maresina MaR1 para o tratamento da artrite
reumatoide, artrite induzida pelo TiO., artrite séptica induzida por S. aureus, fibromialgia induzida por salina
acidificada e reserpina, neuropatia por constrigio cronica do nervo cidrico e dor 6ssea em cincer. Grau de
invasividade: GI3.

Finalidade () Ensino ( x ) Pesquisa cientifica

Vigéncia da autorizagio 01/03/2019 a 01/03/2022

Espécie/ linhagem/ raga Camundongo Heterogénico (Swiss)

N° de animais 18.524 (8.360 Machos e 10.164 Fémeas)

Peso/ Idade 20-25g

Sexo Machos e Fémeas

Origem Biotério Central da Universidade Estadual de Londrina

Amosiras a serem coletadas Articulagdo, Tibia, Fémur, Sangue, Mucosa gastrica, Medula
espinal e Ganglio da raiz dorsal

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

Coloco-me & disposi¢do para quaisquer esclarecimentos que se fizerem necessérios. Sem mais para
o momento, subscrevo, cordialmente.

Profa. Dra. Maria Fernanda Rodrigues Grdciano
Coordenadora da CEUA/UEL

Ilmo.(a) Sr.(a)

Prof. (a) Dr (a). Waldiceu Aparecido Verri Junior
Responsavel pelo projeto

Departamento de Ciéncias Patologicas/CCB

C/C para a Chefia do Departamento de Ciéncias Patologicas/CCB
C/C para a Diregdo de Centro do CCB

C/C para o Biotério Central do CCB

Campus Universitirio: Rodovia Celso Garcia Cid (PR 445), km 380 - Fone (043) 3371-4000 PABX - Fax 3328-4440 - Caixa Postal 10.011 - CEP 86057-970 — Internet http:fiwww.uelbr
LONDRINA - PARANA ® BRASIL

123



