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RESUMO 
 
 

MAXIMIANO, Thaila Kawane Euflazio. Efeitos analgésico e anti-inflamatório da 
Resolvina D5 (RvD5) no modelo de dor e inflamação induzido por carragenina 
em camundongos machos e fêmeas. 2024. 102. Dissertação (Mestrado em 
Patologia Experimental) – Centro de Ciências Biológicas, Universidade Estadual de 
Londrina, Londrina, 2024. 

 
 

A inflamação é uma resposta imediata causada por um agente agressor ou injúria 

tecidual. Mediadores químicos gerados durante o processo inflamatório agem sobre 

receptores específicos presentes nos neurônios nociceptivos primários, 

nociceptores, responsáveis pela detecção de estímulos dolorosos, promovendo dor. A 

Resolvina D5 (RvD5) é um mediador lipídico pró-resolução (MLPR) derivado do ácido 

docosahexaenóico, um metabólito do ômega 3, que apresenta propriedades 

analgésica, anti-inflamatória e antioxidante, no entanto, muito pouco se sabe sobre os 

mecanismos pelos quais a RvD5 promove seus efeitos. Este também é o primeiro 

MLPR em que se foi observado dimorfismo sexual. A carragenina, λ-carragenina, um 

polissacarídeo sulfatado derivado de algas marinhas vermelhas, é amplamente 

utilizada em modelos de dor e inflamação dada à sua resposta inflamatória aguda 

característica, com produção de mediadores pró-inflamatórios, recrutamento de 

leucócitos, principalmente neutrófilos, e produção de espécies reativas de oxigênio e 

nitrogênio. Dito isso, esse projeto teve como objetivo avaliar o efeito analgésico e anti- 

inflamatório da RvD5 na dor e inflamação em dois modelos de dor e inflamação 

induzidos pelo estímulo de carragenina em camundongos machos e fêmeas. Para 

isso, camundongos Swiss machos e fêmeas foram tratados com RvD5 nas doses de 

3, 10 e 30 nanogramas (ng) para determinação da melhor dose ou veículo via 

intraperitoneal, i.p., uma hora antes do estímulo de carragenina de 300 µg/ animal 

via intraplantar, i.pl. e 1 mg/ animal, i.p. Foram realizadas análises de hiperalgesia 

mecânica (von Frey), hiperalgesia térmica (placa quente e Hargreaves), edema, 

atividade das enzimas mieloperoxidase (MPO) e N-Acetil-b-d-Glucosaminidase (NAG) 

na pata de camundongos. Além disso, foi realizada contagem de leucócitos totais e 

perfil leucocitário e análise da produção de citocinas (interleucina (IL)-1β, fator de 

necrose tumoral α (TNF-α), IL-6) em modelo de peritonite. Foi demonstrado que a 

RvD5 na dose de 10 ng por animal foi capaz de prevenir a indução de hiperalgesia 



mecânica e térmica em todos os pontos tempo avaliados. No que se refere ao efeito 

anti-inflamatório, a RvD5 na dose de 10 ng por animal foi capaz de prevenir a formação 

de edema em camundongos machos, mas não em fêmeas. RvD5 na dose 10 ng por 

animal foi capaz de prevenir a indução da atividade da enzima MPO em camundongos 

machos e fêmeas. Não houve alteração da atividade da enzima NAG em ambos os 

sexos. Também demonstramos que a RvD5 na dose de 10 ng por animal foi capaz de 

prevenir a migração de leucócitos totais, polimorfonucleares e mononucleares na 

cavidade peritoneal. RvD5 na dose de 10 ng por animal também foi capaz de prevenir 

a indução da produção de citocinas de uma forma sexo-dependente. Em 

camundongos machos, houve redução da produção de IL-1β com a produção de 

TNF- α e IL-6 permanecendo inalteradas. Em fêmeas, houve redução da produção de 

TNF- α com a produção de IL-1β e IL-6 permanecendo inalterada. Portanto, a RvD5 

possui efeito analgésico e anti-inflamatório em modelos de dor e inflamação 

induzidos por carragenina por mecanismos distintos em machos e fêmeas, sendo a 

RvD5 uma droga promissora para o tratamento de doenças de cunho inflamatório. 
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ABSTRACT 
 
 

MAXIMIANO, Thaila Kawane Euflazio. Analgesic and anti-inflammatory effects of 
Resolvin D5 (RvD5) in a model of carrageenan-induced pain and inflammation in 
male and female mice. 2024. 102. Dissertation (Master’s in Experimental Pathology) 
– Biological Sciences Center, State University of Londrina, Londrina, 2024. 

 
 

Inflammation is an immediate response caused by an aggressive agent or tissue injury. 

Chemical mediators generated during the inflammatory process act on specific 

receptors present in primary nociceptive neurons, nociceptors, responsible for 

detecting painful stimuli, promoting pain. Resolvin D5 (RvD5) is a specialized pro- 

resolving mediator (SPM) derived from docosahexaenoic acid, an omega-3 metabolite, 

which has analgesic, anti-inflammatory and antioxidant properties. However, very little 

is known about the mechanisms by which RvD5 promotes its effects. This is also the 

first SPM in which sexual dimorphism has been observed. Carrageenan, λ- 

carrageenan, a sulfated polysaccharide derived from red marine algae, is widely 

used in models of pain and inflammation due to its characteristic acute inflammatory 

response, with production of pro-inflammatory mediators, recruitment of leukocytes, 

mainly neutrophils, and production of reactive oxygen and nitrogen species. That said, 

this project aimed to evaluate the analgesic and anti-inflammatory effect of RvD5 on 

pain and inflammation in two models of pain and inflammation induced by carrageenan 

stimulation in male and female mice. For this, male and female Swiss mice were 

treated with RvD5 at doses of 3, 10 and 30 nanograms (ng) to determine the best 

dose or vehicle via intraperitoneal, i.p., one hour before carrageenan stimulation of 

300 µg/animal via intraplantar, i.pl. and 1 mg/animal, i.p. Mechanical hyperalgesia 

(von Frey), thermal hyperalgesia (hot plate and Hargreaves), edema, and 

myeloperoxidase (MPO) and N-Acetyl-b-d-Glucosaminidase (NAG) enzyme activity 

were analyzed in the paw of mice. In addition, total leukocyte count and leukocyte 

profile were performed, as well as analysis of cytokine production (interleukin (IL)-1β, 

tumor necrosis factor α (TNF-α), IL-6) in a peritonitis model. It was demonstrated that 

RvD5 at a dose of 10 ng per animal was able to prevent the induction of mechanical 

and thermal hyperalgesia at all time points evaluated. Regarding the anti-

inflammatory effect, RvD5 at a dose of 10 ng per animal was able to prevent edema 

formation in male mice, but not in females. RvD5 at a dose of 10 ng per animal was 

able to prevent 



the induction of MPO enzyme activity in male and female mice. There was no change 

in NAG enzyme activity in either sex. We also demonstrated that RvD5 at a dose of 

10 ng per animal was able to prevent the migration of total, polymorphonuclear and 

mononuclear leukocytes into the peritoneal cavity. RvD5 at a dose of 10 ng per animal 

was also able to prevent the induction of cytokine production in a sex-dependent 

manner. In male mice, there was a reduction in IL-1β production with TNF-α and IL-6 

production remaining unchanged. In females, there was a reduction in TNF-α 

production with IL-1β and IL-6 production remaining unchanged. Therefore, RvD5 

has analgesic and anti-inflammatory effects in models of pain and inflammation 

induced by carrageenan through distinct mechanisms in males and females, making 

RvD5 a promising drug for the treatment of inflammatory diseases. 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 
 

Key-words: Pain; Inflammatory pain; Nociception; Specialized pro-resolving mediator; 
Sexual dimorphism. 
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    1 INTRODUÇÃO 

 

    1.1 INFLAMAÇÃO AGUDA 

 

A inflamação é um mecanismo de defesa 

desenvolvido pelo hospedeiro que atua em resposta a um 

estímulo agressor (Buckley; Gilroy; Serhan, 2014). A resposta 

inflamatória aguda é dividida em duas fases, uma fase inicial, 

também conhecida como inflamatória, caracterizada pelos 

sinais/sintomas clássicos da inflamação, incluindo dor, rubor, 

calor, tumor e, em caso de não resolução, perda de função, e 

em uma fase de resolução responsável por limitar o processo 

inflamatório e restaurar a homeostase (Buckley; Gilroy; Serhan, 

2014). Os mediadores lipídicos pró-resolução (MLPR) são 

sintetizados durante a fase de resolução da inflamação aguda, e 

atuam ativamente para promover a resolução da inflamação 

(Serhan, 2008). 

A resposta inflamatória se inicia com as células 

imunes residentes, como mastócitos, macrófagos e células 

dendríticas, reconhecendo o agente agressor e desencadeando 

uma cascata de sinalização que leva a ativação de fatores de 

transcrição com subsequente expressão e liberação de 

mediadores pró-inflamatórios (Varela et al., 2018). Esses 

mediadores, por sua vez, irão atuar em diversos tipos celulares 

promovendo diversas respostas (Varela et al., 2018). As 

moléculas responsáveis por desencadear a resposta 

inflamatória inicial podem ser de natureza externa, conhecidas 

como padrões moleculares associados à patógenos (PAMPs) e 

de natureza interna, conhecidas como padrões moleculares 

associados à danos (DAMPs) (Barbé et al., 2014). O tipo de 

resposta gerada pelo hospedeiro irá depender, dentre outros 

fatores, da natureza do estímulo em questão (Barbé et al., 

2014).  
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Vários receptores presentes interna e 

externamente às células imunes podem reconhecer PAMPs e 

DAMPs e gerar uma resposta inflamatória (Kawai; Akira, 2011). 

Esses receptores são conhecidos como receptores de 

reconhecimento de padrões (PRRs). Dentre estes receptores 

estão os receptores do tipo Toll (TLRs) e receptores do tipo 

NOD (NLRs) (Kawai; Akira, 2011). A cascata de sinalização 

gerada pela ativação desses receptores leva a produção de 

diversos mediadores pró-inflamatórios (Kawai; Akira, 2011). O 

fator de transcrição NF-κB é um heterodímero formado por duas 

subunidades, p65 e p50, e está relacionado à expressão de 

diversas citocinas, quimiocinas e enzimas que promovem 

inflamação (Ghosh; Hayden, 2008; Takeuchi; Akira, 2010). Em 

seu estado de descanso, inativado, o NF-κB se encontra no 

citosol e está ligado a IκB, que impede sua translocação (Li et 

al., 2009). Mediante um estímulo externo, como os fornecidos 

pelos PRRs, o complexo formado por NF-κB/IκB é fosforilado 

por proteínas quinase ativada por mitógeno (MAPKs), que são 

proteínas serina/treonina quinases, incluindo quinases 

reguladas por sinal extracelular (ERKs), quinases c-Jun NH2-

terminais (JNKs), e isoformas p38 (p38 MAPKs), assim como 

pela quinase IκB (IKK), e o complexo é degradado (Kaminska et 

al., 2009; Huang et al., 2010). Uma vez libertas, ativas, p65 e 

p50 são translocadas para o núcleo e se ligam a várias regiões 

promotoras de genes alvos promovendo sua transcrição (White 

et al., 2000; Pham et al., 2017).  

Algumas citocinas pró-inflamatórias são 

transcritas em sua forma inativa e necessitam de um complexo 

proteico para sua maturação, como exemplo, a interleucina 1 

beta (IL-1β). A IL-1β é sintetizada em sua forma inativa, também 

conhecida como imatura, pró-IL-1β (pro-IL-1β; 35 KDa), sendo 

necessária sua clivagem por uma cisteína protease para 

obtenção de sua forma ativa, também conhecida como madura, 

IL-1β (IL-1β; 17 KDa) (Cerretti et al., 1992). Esses complexos 
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são geralmente formados por NLR, por uma molécula 

adaptadora, a proteína semelhante a uma mancha associada à 

apoptose contendo um domínio de recrutamento de caspase C-

terminal (ASC), e por caspase-1 ou 11, sendo os inflamassomas 

receptor da família dos NLRs contendo o domínio pirina 3 

(NLRP3) e receptor da família dos NLRs contendo o domínio 

CARD 4 (NLRC4) os mais caracterizados (Mariathasan et al., 

2004; Martinon et al., 2006). A caspase-1 é uma cisteína 

protease muito conhecida no processamento e maturação da IL-

1β (Cerretti et al., 1992; Wang; Lenardo, 2000). Assim como a 

IL-1β, a caspase-1 é sintetizada em sua forma inativa, zimógeno 

(pró-caspase-1; 45 KDa), e se torna ativa (caspase- 1; 20 KDa) 

após sua clivagem pelas várias moléculas que formam um 

complexo após a sua oligomerização (Martinon et al., 2009). O 

conjunto formado por receptor, ASC, e caspase-1 formam o 

complexo canônico do inflamassoma, também conhecido 

simplesmente como inflamassoma, responsável, dentre outras 

funções, pela maturação de citocinas.  

Os mediadores formados irão direta e 

indiretamente atuar sobre a vasculatura, promovendo 

vasodilatação, ativação endotelial, e recrutamento de leucócitos 

(Medzhitov, 2008). Aminas simpáticas (histamina e serotonina) 

liberadas pelos mastócitos, citocinas pró-inflamatórias (IL-1β, 

fator de necrose tumoral alfa [TNF-α]), quimiocinas (ligante 5 de 

quimiocina CC [CCL5]), leucotrienos (leucotrieno B4 [LTB4]), e 

prostaglandinas (prostaglandina E2 [PGE2]) e prostaciclina 

[PGI2]) produzidos por células imunes e demais células 

adjacentes são responsáveis por esses eventos (Buckley et al., 

2014; Medzhitov, 2008).  

Os leucócitos, como macrófagos e neutrófilos, 

empregam de diversos mecanismos para eliminação de 

patógenos e demais agentes agressores, sendo estes 

mecanismos intra e extracelulares (Kolaczkowska; Kubes, 

2013). Dentre os mecanismos está a produção de espécies 
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reativas de oxigênio (ERO) e de nitrogênio (ERN). A produção 

de ERO é iniciada pela fosfato de dinucleotídeo de adenina e 

nicotinamida (NADPH) oxidase, complexo enzimático 

constituído de várias enzimas (p40phox , p47phox, P67phox, 

p22phox , gp91phox) (Borregaard, 2010; Segal, 2005), que 

catalisa a redução de moléculas de oxigênio (O2) para 

superóxido (O2-). O superóxido, então, pode ser convertido em 

peróxido de hidrogênio (H2O2) e radicais hidroxil (HO°) pela 

superóxido dismutase (SOD) (Seixas et al., 2022). Ademais, o 

óxido nítrico (NO) produzido pela óxido nítrico sintase induzida 

(iNOS), enzima altamente sintetizada em contexto inflamatório, 

pode interagir com superóxido para gerar alguns produtos 

adicionais, como peroxinitrito (ONOO-) (Bogdan et al., 2000). 

Portanto, essas moléculas auxiliam na resposta de defesa do 

hospedeiro ao gerar essa “explosão respiratória”. ERO e ERN 

são efetivas na eliminação de patógenos por serem moléculas 

extremamente reativas à estruturas biológicas, como proteínas, 

ácidos nucléicos e lipídios (Seixas et al., 2022).  

De forma a sobreviver às agressões promovidas 

pela própria produção de ERO e ERN, os hospedeiros adotaram 

diversos mecanismos de proteção. A SOD, catalase e glutationa 

são as principais enzimas responsáveis pela degradação de 

ERO. Após a conversão de O2- em H2O2 pela SOD, H2O2 pode 

ser facilmente metabolizada pela catalase e peroxidase 

glutationa em H2O e O2 (Borregaard, 2010; Seixas et al., 2022). 

O desbalanço entre a produção de ERO e a capacidade de 

eliminá-los é chamado de estresse oxidativo (Seixas et al., 

2022). O fator nuclear E2 relacionado ao fator 2 (Nrf2) é 

responsável pela transcrição de diversos componentes 

antioxidantes. A Proteína 1 associada a ECH semelhante a 

Kelch (Keap1) é uma molécula responsável por manter o fator 

de transcrição Nrf2 em seu estado inativo (Saha et al., 2020; 

Yamamoto et al., 2018; Liu et al., 2016). Uma vez fosforilado, o 

complexo Keap1-Nrf2 é degradado e Nrf2 é translocado para o 
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núcleo (Saha et al., 2020; Yamamoto et al., 2018; Liu et al., 

2016).  

O neutrófilo, célula mais abundante durante a 

fase inicial da inflamação, dispõe de um mecanismo especial 

para a eliminação de agentes agressores que não foram 

fagocitados, as armadilhas extracelulares de neutrófilos (NETs). 

Para formação de NETs, o neutrófilo expõe seu material 

genético e grânulos citoplasmáticos para o ambiente 

extracelular, favorecendo a eliminação do patógeno 

(Kolaczkowska; Kubes, 2013). O material genético exposto 

auxilia na neutralização e opsonização de patógenos, e agentes 

antimicrobicidas, como as histonas, promovem a formação de 

poros em membranas microbianas. Também há a produção de 

ERO por enzimas liberadas dos grânulos citoplasmáticos, como 

a mieloperoxidase (MPO) (Barth et al., 2016; Wang et al., 2024).  

Os monócitos recrutados podem se diferenciar 

em duas subclasses de macrófagos, M1 e M2. Os macrófagos 

M1 atuam na fase inicial da inflamação e promovem a produção 

de mediadores pró-inflamatórios auxiliando no quadro 

inflamatório. Já os macrófagos M2 atuam na fase de resolução 

da inflamação e apresentam atividade pró-resolutiva e anti-

inflamatória (Murray; Wynn, 2011). A não- resolução da 

inflamação pode resultar em diversas doenças, como artrites, 

doenças cardiovasculares e doenças degenerativas, 

acarretando na diminuição da qualidade de vida de indivíduos 

acometidos por essas condições (Serhan; Levy, 2018; Tungen; 

Aursnes; Hansen, 2015). 
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Figura 1 – Mecanismos e características da Inflamação aguda 

 

Fonte: Imagem de Germolec et al., 2018 

 

 

     1.1.1 DOR INFLAMATÓRIA 

 

A dor pode ser definida como uma sensação 

sensorial desconfortável carregada de componentes emocionais 

(Wiech et al., 2014; Smith et al., 2016). De fato, a associação 

internacional para o estudo da dor classifica a dor como “Uma 

experiência sensorial e emocional desagradável que é 

associada ou semelhante a lesões teciduais reais ou potenciais” 

(Raja et al., 2020). Os neurônios nociceptivos periféricos, 

também conhecidos como nociceptores, são uma classe de 

neurônios aferentes primários que têm seus corpos celulares 

localizados em quatro regiões anatômicas: gânglio da raiz dorsal 

(DRG), gânglio trigeminal (TG), gânglio vagal (VG), e gânglio 

nodoso (NG) (Maximiano et al., 2024). Os nociceptores estão 

presentes principalmente em fibras nervosas sensoriais 

amielínicas do tipo C, mas também estão presentes, em menor 
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proporção, em fibras nervosas sensoriais mielínicas do tipo Aδ 

(Maximiano et al., 2024). Fibras nervosas sensoriais amielínicas 

do tipo C podem ser peptidérgicas e não peptidérgicas (Mickle 

et al., 2015). A expressão do peptídeo relacionado ao gene da 

calcitonina (CGRP) e substância P (SP) são comumente usados 

como marcadores de fibras nervosas peptidérgicas e a ligação a 

isolectina B4 (IB4), glicoproteína que se liga a resíduos de 

carboidratos de α-D- galactose expressos na membrana de 

neurônios não peptidérgicos, é usado como marcador de fibras 

nervosas não peptidérgicas (Kim et al., 2010; Barabas et al., 

2012). 

Os nociceptores possuem alto limiar de ativação 

e são responsáveis por detectar estímulos nocivos de natureza 

química, mecânica e térmica (Fattori et al., 2020). Ao projetar 

suas fibras para o sistema nervoso periférico (SNP) e para o 

sistema nervoso central (SNC), os nociceptores garantem a 

integridade do hospedeiro, sendo a dor de natureza aguda, em 

essência, uma resposta protetiva (Fattori et al., 2020). Uma vez 

atingido o ponto máximo de excitação neuronal, estímulos 

provenientes da periferia promovem a despolarização neuronal 

e, então, os nociceptores transmitem o potencial de ação 

periférico gerado para o SNC (Pinho- ribeiro et al., 2017). 

Uma das consequências da produção de 

mediadores pró- inflamatórios pelas células imunes e demais 

células adjacentes é a sensibilização periférica. Mediadores 

produzidos por células presentes no foco de inflamação 

promovem a sensibilização de neurônios aferentes primários, 

tais como os nociceptores (Pinho-ribeiro et al., 2017). Em outras 

palavras, mediadores como citocinas, quimiocinas, 

prostaglandinas e aminas simpáticas, interagem com seus 

respectivos receptores presentes na membrana dos 

nociceptores fazendo com que estes sejam mais suscetíveis a 

geração de um potencial de ação. Portanto, estes mediadores 
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produzidos durante o processo inflamatório “facilitam” a 

propagação do estímulo doloroso após fornecido um estímulo 

adicional (Pinho-ribeiro et al., 2017). A sensibilização dos 

nociceptores por estes mediadores pode desencadear a 

hiperalgesia e alodinia (Verri et al., 2006). Na hiperalgesia, há a 

exacerbação de um estímulo doloroso após adicional de um 

estímulo previamente doloroso (Verri et al., 2006). Um bom 

exemplo é a aplicação de uma temperatura nociceptiva a um 

local de inflamação. Na alodinia, há a exacerbação de um 

estímulo doloroso após adicional de um estímulo até então não 

doloroso (Verri et al., 2006). Isso ocorre, por exemplo, em 

vítimas de queimadura que se tornam sensíveis ao toque no 

local de lesão. 

Alguns mediadores promovem a sensibilização 

direta de nociceptores, enquanto outros levam a produção dos 

chamados mediadores finais do processo inflamatório (Verri et 

al., 2006; Pinho-ribeiro et al., 2017; Fattori et al., 2020). Após a 

indução de um estímulo inflamatório, citocinas e quimiocinas são 

liberadas em cascata e de forma ordenada culminando na 

liberação de prostaglandinas e aminas simpáticas (Verri et al., 

2006; Pinho-ribeiro et al., 2017). Prostaglandinas e aminas 

simpáticas, mediadores finais do processo inflamatório, 

interagem com receptores de tirosina quinase (RTK) e 

receptores acoplados à proteína G (GPCR) gerando uma 

cascata de sinalização (Verri et al., 2006; Maximiano et al., 

2024). A ativação de vias de sinalização com subsequente 

ativação de segundos mensageiros, como as proteínas quinase 

A (PKA) e C (PKC), levam à fosforilação e subsequente ativação 

de canais de sódio voltagem dependente (Nav [Nav 1.9, Nav1.8 

e Nav1.7]) e ligante dependente (receptor de potencial 

transiente vanilóide 1 [TRPV1], receptor de potencial transitório 

anquirina 1 [TRPA1], e receptor de potencial transiente 

melastatin 3 [TRPM3]), e a inibição de canais de potássio 

voltagem dependentes (Verri et al., 2006; Mickle et al., 2015; 
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Maximiano et al., 2024). Como resultado, o maior aporte de 

cátions no meio intracelular de neurônios nociceptivos leva ao 

aumento da excitabilidade da membrana neuronal. 

TRPV1 é um canal catiônico não específico 

que possui preferência por íons Ca2+. Este canal pode ser 

ativado por substâncias vanilóides como a capsaicina, 

componente pungente presente na pimenta, assim como por 

calor nocivo e prótons (Maximiano et al., 2024). TRPV1 é 

altamente expresso em fibras nervosas sensoriais amielínicas 

do tipo C e, em menor proporção, fibras nervosas sensoriais 

mielínicas do tipo Aδ (Cavanaugh et al., 2011). Em fibras 

nervosas de neurônios nociceptivos periférricos, TRPV1 é 

predominantemente, mas não exclusivamente, expresso em 

fibras peptidérgicas (Hwang et al., 2005; Cavanaugh et al., 

2011). Usando camundongos TRPV1 Cre que foram cruzados 

com camundongos Rosa26 lox-STOP-lox DTA para criar 

camundongos TRPV1creDTA, Rogoz et al. (2014) observaram 

que os neurônios TRPV1+ correspondem a aproximadamente 

metade da população de neurônios aferentes primários, e que 

neurônios TRPV1+ correspondem a aproximadamente 80% da 

população de neurônios nociceptivos periféricos (Cavanaugh et 

al., 2011; Rogoz et al., 2014; Maximiano et al., 2024). A ativação 

desse canal contribui para a hiperalgesia térmica induzida por 

calor (Maximiano et al., 2024). 

TRPA1, assim como TRPV1, é um canal 

catiônico não específico que possui preferência por íons Ca2+. 

Este canal pode ser ativado por substâncias derivadas de 

plantas como isotiocianato de alila, componente pungente da 

mostarda e wasabi, assim como nicotina, por frio e calor 

nocivos, e prótons (Hoffmann et al., 2013; Kobayashi et al., 

2015; Vandewauw et al., 2018; Araújo et al., 2020). É expresso 

principalmente em fibras nervosas sensoriais amielínicas do tipo 

C e, em menor proporção, em fibras nervosas sensoriais 

mielínicas do tipo Aδ (Araújo et al., 2020). Em fibras nervosas 
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sensoriais de neurônios nociceptivos periféricos, TRPA1 é co-

expresso com TRPV1, correspondendo a aproximadamente a 

50% da população de neurônios nociceptivos TRPV1+, e 

raramente é expresso sem TRPV1 (Kobayashi et al., 2015). 

TRPA1 é expresso em menor proporção em fibras peptidérgicas 

e em maior proporção, cerca 70%, em fibras não peptidérgicas 

(Barabas et al., 2012; Mickle et al., 2015). A ativação desse canal 

contribui para a hiperalgesia mecânica e hiperalgesia térmica 

induzida pelo calor e frio (Araújo et al., 2020). 

Muitos dos mediadores que promovem a 

produção de prostanóides e aminas simpáticas, como as 

citocinas, podem levar a sensibilização dos nociceptores de 

forma direta ao se ligar a seus respectivos GPCRs e RTK 

expressos na membrana neuronal dos neurônios nociceptivos 

ativando diversos canais, incluindo TRPV1 e TRPA1 (Verri et al., 

2006; Pinho-Ribeiro et al., 2017). Em essência, a ativação de 

canais TRPV1 e TRPA1 leva ao disparo de potenciais de ação e 

a liberação de neuropeptídeos, como glutamato, CGRP, SP e 

prostanóides, por neurônios nociceptivos periféricos. Os 

neuropeptídeos liberados então interagem com células 

neuronais e não neuronais, estabelecendo um quadro 

inflamatório. Esse processo é conhecido como inflamação 

neurogênica (Maximiano et al., 2024). 

A despolarização de neurônios nociceptivos 

periféricos induz a liberação de neuropeptídeos não somente no 

corno dorsal da medula espinhal, mas também promove um 

sinal antidrômico com a liberação de neuropeptídeos na periferia 

(Liddle, 2007). SP e CGRP são particularmente importantes 

para a indução da vasodilatação, edema e infiltração de 

leucócitos no foco inflamatório (Liddle, 2007). SP liberada na 

periferia se liga ao receptor de neurocinina 1 (NK1R) em células 

endoteliais e células epiteliais promovendo extravasamento de 

plasma e edema (Liddle, 2007). Em concordância, o uso de 

antagonistas de NK1R foi capaz de prevenir extravasamento de 
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plasma no trato gastrointestinal e pâncreas (Figini et al., 1997; 

Grady et al., 2000). CGRP, neuropeptídeo comumente co-

expresso com SP, também têm ação importante no sistema 

vascular ao interagir com seu receptor, CGRP1, em células 

musculares lisas (Fernandes et al., 2009). 

Também vale ressaltar que muitas das citocinas 

ditas anti- inflamatórias podem ser liberadas de forma 

concomitante às citocinas ditas pró- inflamatórias, 

possivelmente em uma tentativa de controle para limitar possível 

dano tecidual (Verri et al., 2006). Portanto, o conjunto de 

mediadores produzidos e liberados em resposta ao estímulo 

inflamatório irão atuar, sinergicamente, na sensibilização de 

neurônios nociceptivos por meio da modulação de vias de 

sinalização específicas que irão, em última instância, levar à 

ativação de canais presentes na membrana de neurônios 

nociceptivos levando a aumento de excitabilidade neuronal e 

facilitação da  geração de potenciais de ação. 

A histamina, mediador produzido principalmente 

por mastócitos, promove a sensibilização de nociceptores ao se 

ligar aos seus receptores H1 e H2 (Qiu et al., 2012). Ao interagir 

com esses receptores, a histamina promove o aumento da 

expressão de canais Nav1.8 promovendo aumento da 

hiperalgesia mecânica e térmica (Qiu et al., 2012). Além do 

mais, ERO podem sensibilizar nociceptores pela indução de 

cicloxigenases do tipo 1 (COX-1) e tipo 2 (COX-2) e pela 

ativação de canais TRPV1 (Salvemini et al., 2011). As citocinas 

TNF-Ⲁ, IL-1β e interleucina 6 (IL- 6) também promovem 

nocicepção. A IL-1β é capaz de sensibilizar nociceptores via 

p.38 MAPK com subsequente fosforilação de canais Nav1.8 

resultando em hiperalgesia mecânica e térmica (Binshtok et al., 

2008). A IL-1β também estimula a expressão de COX-2 

promovendo a liberação de seus produtos, como as 

prostaglandinas que, em última instância, sensibilizam os 
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nociceptores (Verri et al., 2006). A TNF-Ⲁ, ao interagir com seu 

receptor, promove a sensibilização direta dos nociceptores via 

p38 MAPK com subsequente fosforilação de canais Na+ (TTX-

R) resistentes (Jin; Gereau, 2006). A TNF-Ⲁ também promove 

sensibilização dos nociceptores devido a produção de 

prostanóides e aminas simpáticas (Verri et al., 2006). A TNF-Ⲁ 

também promove a produção de IL-1β (Verri et al., 2006). A IL-

6, ao interagir com receptores gp130, promove a sensibilização 

direta de nociceptores. Também foi observado que a IL-6 

promove aumento da expressão de TRPV1 e TRPA1, 

contribuindo para a nocicepção (Fang et al., 2015; Malsch et al., 

2014). Além de que, a IL-6 também promove a produção de 

prostanóides (Fang et al., 2015; Malsch et al., 2014). 

Em DRGs, os nociceptores, neurônios pré-

sinápticos que expressam fibras peptidérgicas, projetam suas 

fibras em neurônios de segunda ordem, pós sinápticos, no corno 

dorsal da medula espinal (Foster et al., 2015). Estímulos 

periféricos são reconhecidos por nociceptores na periferia que, 

em resposta, promovem a liberação de glutamato em neurônios 

de lâmina I e IIo, parte externa da lâmina II, no corno dorsal da 

medula espinal (Yang et al., 1998; Purkiss et al., 2000; Baccei et 

al., 2003). Lâmina IIo interneurônios então, fazem sinapse com 

neurônios de projeção da lâmina I, principalmente pela liberação 

de SP, que projetam suas fibraspara os centros superiores do 

SNC (Zheng et al., 2010; Todd et al., 2010; Purkiss et al., 2000). 

Curiosamente, nociceptores, neurônios pré-sinápticos não-

peptidérgicos, promovem a liberação de glutamato em 

neurônios IIi, parte interna da lâmina II, no corno dorsal da 

medula espinhal (Barabas et al., 2012). Projeções de neurônios 

nociceptivos não peptidérgicos em lâmina IIi estão intimamente 

relacionadas à hiperalgesia mecânica (Cavanaugh et al., 2009). 

Mediadores produzidos por células da glia 

presentes na medula espinal também contribuem no 
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processamento do estímulo nociceptivo periférico. Células da 

glia presentes no SNC são divididas em três tipos: microglia, 

astrócitos, e oligodendrócitos (Ji et al., 2013). A microglia 

ativada em resposta a um estímulo nociceptivo periférico 

promove a ativação de astrócitos e oligodendrócitos. Em 

conjunto, essas células contribuem para o processamento 

nociceptivo por meio da liberação de mediadores. Por exemplo, 

TNF-Ⲁ e IL-1β produzidas pelas células da glia aumentam as 

correntes de neurônios de lâmina I e II, ao qual foi associado 

com o aumento da liberação de glutamato por nociceptores em 

neurônios de lâmina II (Kawasaki et al., 2008; Gruber-

Schoffnegger et al., 2013). TNF-Ⲁ e IL-β também contribuem 

para o aumento de potenciais de ação em neurônios pós-

sinápticos no corno da raiz dorsal via ácido alfa amino-3-hidroxi-

5-metil isoxazol-4-propiônico de receptores ionotrópicos de 

glutamato (AMPARs) e receptores N-metil-d-aspartato 

(NMDARs) (Kawasaki et al., 2008; Choi et al., 2010). IL-1β 

promove a fosforilação de NMDAR no núcleo trigeminal, 

contribuindo para o processo nociceptivo (Guo et al., 2007). 

Além do mais, IL-1β e IL-6 são capazes de inibir correntes de 

neurônios inibitórios via receptores de ácido gama-aminobutírico 

(GABA) e glicina, promovendo excitação neuronal (Kawasaki et 

al., 2008). Ademais, infiltrados de células T na medula espinal 

contribuem para a sensibilização central, especialmente em 

fêmeas (Sorge et al., 2015; Taves et al., 2016). 

Uma vez propagado o estímulo doloroso para os 

centros superiores do SNC, incluindo regiões corticais como a 

ínsula, córtices pré-frontal e cingulado, bem como o córtex 

somatossensorial, e regiões não corticais como amígdala, 

hipotálamo e hipocampo, estruturas responsáveis pelo 

processamento da mensagem nociceptiva ascendente, projeções 

neuronais são feitas a partir dessas regiões em direção ao 

tronco encefálico, especialmente para a substância cinzenta 
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periaquedutal (PAG) e medula ventromedial rostral (RVM) e 

locus coeruleus (LC) do mesencéfalo. Neurônios presentes no 

PAG projetam suas fibras na RVM e LC. LC projetam suas 

fibras para RVM e vise versa, e ambos, LC e RVM, projetam suas 

fibras para a medula espinhal, promovendo modulação da 

resposta nociceptiva (Heinricher et al., 2009). Projeções que 

partem do núcleo reticular dorsal lateral e caudal (DRt) e medula 

ventrolateral (VLM) do bulbo também contribuem para 

modulação da resposta nociceptiva (Heinricher et al., 2009). 

Projeções neuronais a partir de estruturas presentes no tronco 

encefálico podem ser tanto inibitórias quanto excitatórias, e 

participam de várias vias no controle descendente da dor 

(Bannister; Dickenson, 2017). Neurotransmissores pertencentes 

à família das monoaminas, incluindo noradrenalina (NA) e 

serotonina (5-hidroxitriptamina ou 5-HT), são a principal classe 

de neurotransmissores relacionados a modulação descendente 

da dor (Bannister; Dickenson, 2017). GABA e opióides 

endógenos, incluindo peptídeos da família das β- endorfina, 

encefalinas, dinorfinas e nociceptina/orfanina FQ, também têm 

demonstrado exercer controle importante (Corder et al., 2018). 

Neurônios noradrenérgicos projetam suas fibras 

no corno dorsal da medula espinhal e tem como principal origem 

o LC localizado no assoalho lateral do quarto ventrículo 

(Bannister; Dickenson, 2017). Projeções de neurônios 

noradrenérgicos atuando sobre neurônios nociceptivos 

periféricos que expressam adrenoceptores do tipo Ⲁ-2 são as 

principais responsáveis pelo mecanismo de analgesia 

descendente promovido pela NA, promovendo redução da 

liberação de glutamato por esses nociceptores (Ossipov et al., 

2010). A ativação de adrenoceptores Ⲁ-1 em interneurônios 

GABAérgicos e inibição em interneurônios excitatórios na lâmina 

II do corno da raiz dorsal da medula espinhal também pode 

contribuir para os mecanismos antinociceptivos exercidos pelos 
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neurônios noradrenérgicos (Gassner et al., 2009). 

Neurônios serotoninérgicos projetam suas fibras 

para no corno dorsal da medula espinhal e tem sua origem na 

RVM e ponte caudal (Bannister; Dickenson, 2017; Bardoni, 

2019). Em contraste, projeções de neurônios serotoninérgicos 

podem aumentar a propagação de estímulos nociceptivos ao 

interagir com receptores 5-HT2, 5-HT3 e 5-HT7 presentes em 

DRGs, promovendo a despolarização destes neurônios 

(Bannister; Dickenson, 2017; Bardoni, 2019). Além disso, 

receptores 5-HT1 expressos em DRGs podem promover 

inibição da propagação de estímulos nociceptivos ao promover 

a abertura de canais de potássio causando hiperpolarização 

destes neurônios (Bardoni, 2019). No corno da raiz dorsal, em 

neurônios pós-sinápticos, receptores 5-HT1A podem promover 

inibição da propagação de estímulos nociceptivos em neurônios 

excitatórios da medula espinhal, causando sua hiperpolarização 

(Bardoni, 2019). Em controvérsia, receptores 5-HT3 podem 

promover a despolarização de interneurônios inibitórios 

promovendo a liberação de GABA e glicina, ocasionando na 

inibição da propagação do estímulo nociceptivo (Bardoni, 2019). 

Portanto, o papel da serotonina como neurotransmissor 

excitatório e inibitório continua enigmático e contraditório. É 

possível que diferenças na expressão de receptores de 

serotonina em diferentes estruturas e subtipos celulares possa 

determinar seu papel na facilitação ou inibição da propagação 

de estímulos nociceptivos, no entanto, isso ainda precisa ser 

estabelecido. 

Há duas populações de neurônios GABAérgicos 

do RVM e que projetam suas fibras na medula espinhal e 

promovem a modulação da resposta nociceptiva; neurônios 

GABAérgicos que co-expressam pré proencefalina (Penk) e que 

projetam suas fibras diretamente nas regiões terminais de 

neurônios nociceptivos no corno dorsal da medula espinhal e 

promovem efeito analgésico, correspondendo as células off, e 
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neurônios GABAérgicos que co-expressam receptores opióide 

mu (MORs) e projetam suas fibras em interneurônios 

GABAérgicos e encefalinérgicos no corno dorsal da medula 

espinhal, correspondendo as células on (François et al., 2017; 

Corder et al., 2018). A inibição dos interneurônios GABAérgicos 

e encefalinérgicos, neurônios inibitórios da lâmina IIi e III, no 

corno dorsal da medula espinhal promovem a desinibição de 

neurônios nociceptivos facilitando a hiperalgesia mecânica 

(François et al., 2017; Corder et al., 2018). 

Fibras contendo opióides endógenos, como 

encefalinas e β- endorfinas, são encontradas em várias 

estruturas do SNC, incluindo o núcleo arqueado do hipotálamo, 

amígdala, e núcleo do trato solitário do bulbo, e são projetadas 

para PAG e RVM (Corder et al., 2018; Bagley; Ingram, 2020). 

Além de que, opióides endógenos podem ser produzidos por 

células imunes, tendo um efeito difuso ao interagir com com 

seus respectivos receptores em neurônios nociceptivos 

periféricos promovendo sua hiperpolarização (Corder et al., 

2018). Agonistas dos receptores opióide delta (DORs) e MORs 

em DRGs promovem redução da nocicepção, e agonistas de 

MORs podem reduzir a facilitação da dor promovida por células 

on enquanto que agonistas de MOR, DOR, e receptores opióide 

kappa (KOR) podem ativar células off do RVM promovendo 

analgesia (Vanderah, 2010; François et al., 2017). 

Portanto, a modulação da resposta nociceptiva 

depende de diversos fatores que incluem a modulação da 

resposta no SNP e SNC. 
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Figura 2 – Modulação periférica, central e mecanismos 

descendentes de controle da nocicepção 

Fonte: Imagem de Bamps et al., 2021 

 

 

     1.2 CARRAGENINA 

 

A carragenina é um polissacarídeo sulfatado 

derivado de algas marinhas vermelhas, principalmente as do 

gênero Chondrus, Eucheuma, Gigartina e Iridaea, que 

apresenta três isoformas principais: iota ( ɩ ), kappa ( κ ) e 

lambda ( λ ), sendo lambda a isoforma mais sulfatada (Mendis et 

al., 2022; Chavda et al., 2024). Cada isoforma deste 

polissacarídeo apresenta suas propriedades físico-químicas e 

fisiopatológicas próprias (Abad et al., 2013). A carragenina, 
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isoforma do tipo lambda, é capaz de induzir a produção de 

diversos mediadores pró-inflamatórios e promover migração de 

leucócitos, principalmente neutrófilos, gerando uma resposta 

inflamatória aguda característica (Zarpelon et al., 2013; Zucoloto 

et al., 2017; Fattori et al., 2019). Mediadores pró-inflamatórios 

produzidos e liberados em resposta ao estímulo de carragenina 

podem resultar na ativação direta e indireta dos nociceptores. 

Em sua forma íntegra, i-carragenina, > 100 kDa, 

e degradada, d- carragenina, 10-40 kDa, metabólito mais 

potente que a i-carragenina, promovem a produção de diversas 

citocinas via TLR4/fator de diferenciação mielóide 88 

(MyD88)/linfoma de células B/ leucemia 10 (Bcl10)/NF-kB e 

TLR4/ERK/proteína ativadora 1 (AP-1) (Tobacman, 2001; Tsuji 

et al., 2003; Bhattacharyya et al., 2008; Chen et al., 2014). i-

carragenina e d-carragenina via TLR4 e CD14 expressos em 

macrófagos induzem a translocação de NF-κB do citoplasma 

para o núcleo mediante a fosforilação de I kappa B alfa (IκBⲀ) e 

a translocação de AP-1 do citoplasma para o núcleo via ERK 

(Tobacman, 2001; Chen et al., 2014). i-carragenina e d-

carragenina também promovem aumento da expressão de 

Bcl10, um ativador do NF-κB, por meio da ligação do NF-kB a 

região promotora de Bcl10, promovendo um loop envolvendo 

NF-κB e Bcl10 (Bhattacharyya et al., 2008; Borthakur et al., 

2012; Chen et al., 2014). Também foi observado aumento de 

expressão de TLR4 em resposta a i-carragenina e d-carragenina 

(Chen et al., 2014; Bhattacharyya et al., 2008). A ativação de 

ambas as vias, TLR4/MyD88/Bcl10/NF-κB e TLR/ERK/AP-1, 

induzem a produção de TNF-Ⲁ, citocina chave na promoção da 

nocicepção induzida pela carragenina (Tsuji et al., 2003; 

Bhattacharyya et al., 2008; Chen et al., 2014). 

A interleucina 33 (IL-33), citocina pertencente à 

família IL-1, promove a produção de diversas citocinas por meio 

do complexo receptor do supressor solúvel de tumorigenicidade 



35 
 

2 (ST2)/IL-1 RAcP em resposta ao estímulo de carragenina 

(Zarpelon et al., 2013). Zarpelon et al. (2013) demonstraram 

haver uma promoção da produção de TNF-Ⲁ, citocina derivada 

de queratinócitos (KC)/CXCL1, análoga da interleucina 8 (IL-8) 

humana, e IL-1ꞵ em resposta ao estímulo de carragenina, no 

entanto, houve uma redução significativa da produção dessas 

citocinas em camundongos knockout para o receptor ST2 (ST2 -

/-), indicando uma possível contribuição da IL-33 na 

produção/liberação dessas citocinas em resposta ao estímulo de 

carragenina. Além disso, a administração de IL-33 no tecido sub 

plantar de camundongos Balb foi capaz de induzir hiperalgesia 

mecânica de forma semelhante a carragenina, com o mesmo 

não podendo ser observado em camundongos Balb ST2 -/- 

(Zarpelon et al., 2013). Também foi observado redução 

significativa da hiperalgesia mecânica em camundongos Balb 

previamente tratados, separadamente, com IL-1ra, antagonista 

do receptor IL-1, indometacina, um inibidor da ciclooxigenase, 

anticorpos anti-TNF-Ⲁ e anti- KC/CXCL1 após a administração 

de IL-33 no tecido subplantar (Zarpelon et al., 2013). Aliás, 

receptores ST2 são expressos em neurônios do DRG de médio 

e pequeno diâmetro, incluindo neurônios do DRG que inervam a 

pele de camundongos, e que também expressavam TRPV1 (Liu 

et al., 2016). Em concordância, a IL-33 foi capaz de promover 

aumento do influxo de Ca2+ em neurônios do DRG que também 

são responsivos a capsaicina e óleo de mostarda, agonistas dos 

receptores TRPV1 e TRPA1, respectivamente (Liu et al., 2016). 

AMG9810 e HC-030031, antagonistas dos receptores TRPV1 e 

TRPA1, respectivamente, também promoveram redução 

significativa do influxo de Ca2+ em resposta a IL-33 (Liu et al., 

2016). 

A endotelina-1 (ET-1) também é capaz de 

induzir hiperalgesia mecânica após interação com seus 

receptores, endotelina do tipo A (ETA) e do tipo B (ETB) em 
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resposta ao estímulo de carragenina (Baamonde et al., 2004). 

Em concordância, a administração de clazosentan e BQ 788, 

antagonistas dos receptores ETA e ETB, respectivamente, foram 

capazes de reduzir significativamente a hiperalgesia mecânica 

em camundongos Balb após a administração de IL-33 no tecido 

subplantar (Zarpelon et al., 2013). Esses resultados indicam 

uma possível contribuição da IL-33 na promoção da nocicepção 

mediada pela ET-1. De fato, a carragenina foi capaz de 

promover o aumento da expressão da pré-forma de ET-1, no 

entanto, o mesmo não pode ser observado em camundongos 

Balb ST2 -/- (Zarpelon et al., 2013). Também foi observado 

aumento das concentrações de ET-1 em ratos que receberam 

estímulo subplantar de carragenina (Bertelli et al., 1992). Além de 

que, a ET-1 é capaz de ativar diretamente células de cultura 

semelhante a neurônios e nociceptores pertencentes a ratos 

(Gokin et al., 2001; Zhou et al., 2001). Piovezan et al. (1998) 

também demonstraram que a ET-1 é capaz de potencializar o 

efeito nociceptivo induzido por capsaicina em camundongos. 

Portanto, a ET-1 auxilia na promoção da nocicepção por meio 

da sensibilização de canais de cálcio, como o TRPV1, e a IL-33 

produzida em resposta ao estímulo de carragenina está 

envolvida na nocicepção induzida por ET-1, TNF-Ⲁ e 

KC/CXCL1. 

Em concordância, Cunha et al. (2005) 

demonstraram redução parcial da dor induzida pela carragenina 

em camundongos C57BL/6 knockout para o receptor de TNF-Ⲁ 

(TNF-R1 -/-). Foi observado que em camundongos C57BL/6 

previamente tratados com anticorpos anti- KC/CXCL1, IL-1ra, 

indometacina, e guanetidina, um agente neuro-bloqueador 

simpaticomimético, houve redução parcial da dor quando 

administrados individualmente, no entanto, a indometacina e 

guanetidina, quando previamente administradas em 

concomitância, promoveram uma redução total da dor induzida 
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pela carragenina (Cunha et al., 2005). Esses dados podem 

indicar que a carragenina promove a nocicepção por meio da 

produção de prostanóides e aminas simpáticas. 

A KC/CXCL1, quimiocina pertencente à família 

CXC, é capaz de se ligar aos receptores CXC do tipo 1 

(CXCR1) e tipo 2 (CXCR2), possuindo maior afinidade por 

CXCR2 (Zlotnik; Yoshie, 2000). DF2755A e DF 2162, inibidores 

alostéricos dos receptores do subtipo CXC (CXCR1 e CXCR2), 

foi capaz de reduzir a dor promovida pelo estímulo subplantar de 

carragenina em camundongos C57BL/6 (Cunha et al., 2008; 

Lopes et al., 2016). Também foi demonstrado que esses 

inibidores foram capazes de reduzir a hiperalgesia mecânica 

após estímulo subplantar de KC/CXCL1 em camundongos 

(Cunha et al., 2008; Lopes et al., 2016). Ademais, o inibidor 

DF2755A promoveu redução significativa da IL-β em 

camundongos C57BL/6 em resposta ao estímulo subplantar de 

carragenina enquanto os níveis de KC/CXCL1, TNF-Ⲁ e IL-6 

permaneceram inalterados (Lopes et al., 2016). KC/CXCL1 

também é capaz de induzir aumento do Ca2+ e Na2+ 

intracelular em neurônios do DRG derivados de ratos Sprague 

Dawley com subsequente liberação de CGRP in vitro, 

possivelmente pelas vias PKA e fosfolipase C (PLC)/PKC, com 

ativação de canais TRPV1 e Nav (Qin et al., 2005; Dong et al., 

2012). KC/CXCL1 produzida por astrócitos presentes na medula 

espinhal também atua em neurônios da lâmina II levando a 

potencialização da transmissão excitatória por meio do aumento 

da atividade de receptores NMDA via CXCR2 (Cao et al., 2014). 

Também foi observado que a administração intratecal de 

CXCL1/KC induz a produção da COX-2 via CXCR2/ERK no 

corno dorsal da medula espinal (Cao et al., 2014). Esses 

resultados podem indicar participação da KC/CXCL1 na 

sensibilização periférica e central visto que foi demonstrado 

aumento da expressão de CXCR2 na medula espinal após 

estímulo inflamatório periférico (Cao et al., 2014). 
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Interessantemente, foi observada promoção da 

produção/liberação de KC/CXCL1 e IL-1ꞵ após a administração 

de TNF-Ⲁ no tecido sub plantar de camundongos C57BL/6, no 

entanto, camundongos TNF-R1 -/- sofreram uma redução 

significativa na produção de IL-1β em resposta ao estímulo de 

carragenina enquanto a produção de KC/CXCL1 não foi afetada 

(Cunha et al., 2005). Esses resultados podem sugerir que a 

TNF-Ⲁ produzida em resposta ao estímulo de carragenina 

promove a produção de KC/CXCL1 de forma independente e IL-

1β de forma dependente do receptor de TNF-Ⲁ. Em 

concordância com esses resultados, a administração de TNF-Ⲁ 

no tecido sub plantar de camundongos TNF-R1 -/- promoveu 

redução significativa na dor induzida nesses animais, no 

entanto, houve redução significativa na dor promovida pelo TNF-

Ⲁ em camundongos C57BL/6 que foram previamente tratados 

com IL-1ra e indometacina (Cunha et al., 2005). Portanto, TNF- 

Ⲁ atua por meio da ativação do seu receptor, TNF-R1, para 

promover a produção/liberação de IL-1ꞵ que, por sua vez, leva a 

produção de prostanóides. 

A IL-1β, citocina pertencente à família IL-1, é 

capaz de promover a nocicepção induzida pela carragenina por 

meio de mecanismos distintos. Um dos mecanismos pelo qual a 

IL-1ꞵ induz a sensibilização de nociceptores é por meio da 

interação direta da citocina com seu receptor, IL 1 (IL 1R), 

presente na membrana plasmática desses neurônios, e por 

meio da produção de prostanóides pelas demais células 

presentes no foco inflamatório (Cunha et al., 2005; Malik et al., 

2021). Foi demonstrada uma redução significativa na dor 

promovida pela administração de IL-1β no tecido sub plantar de 

camundongos C57BL/6 previamente tratados com 

indometacina. Também foi observada redução significativa na 

dor promovida pelo KC quando estes foram previamente tratados 

com IL-1ra, indometacina e guanetidina (Cunha et al., 2005). 
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Portanto, KC/CXCL1 está envolvida na produção/liberação de IL-

1β, prostanóides e aminas simpáticas. Além disso, a 

estimulação periférica induzida pelo estímulo subplantar de 

carragenina promove aumento de produção de IL-1β na medula 

espinal de camundongos Balb-c (Fattori et al., 2019; Malik et al., 

2021). Esses resultados indicam que o estímulo periférico de 

carragenina também pode promover nocicepção por meio da 

modulação do SNC, seja por meio da interação com seu 

receptor, IL 1R, em nociceptores e subsequente liberação de 

neuropeptídeos ou modulação de células não neuronais como 

células da glia, leucócitos infiltrados e células endoteliais (Liu et 

al., 2015; Sung et al., 2017). 

Vale ressaltar que para a produção/liberação da 

IL-1β são necessárias duas etapas: pela promoção da 

expressão de sua pré-forma, pró-IL-1β, e pela maturação dessa 

citocina em sua forma ativa, IL-1β. Lopes et al. (2015) 

demonstraram que a maturação de IL-1β em resposta ao 

estímulo subplantar de carragenina ocorre por meio da via 

canônica, via caspase-1, pela formação do complexo 

inflamassoma NLRC4 em camundongos. Houve redução 

significativa na hiperalgesia mecânica em camundongos 

C57/BL6 Casp1/11 -/- que tiveram sua caspase-11 introduzida 

transgenicamente para se tornar animais knockout para 

caspase-1 (Casp1 -/-/Tg Casp11) em resposta ao estímulo 

subplantar de carragenina, no entanto, não houve alteração da 

hiperalgesia mecânica em camundongos knockout para caspase-

11 (Casp11 -/-) (Lopes et al., 2015). Também não houve 

alteração da hiperalgesia mecânica e térmica em camundongos 

C57/BL6 knockout para NLRP3 (NLRP3 -/-) em resposta ao 

estímulo subplantar de carragenina enquanto houve redução 

significativa em camundongos C57/BL6 knockout para NLRC4 

(NLRC4 -/-) (Lopes et al., 2015). 

A IL-6 também tem papel na nocicepção 

promovida pela carragenina. Em camundongos C57BL/6 
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knockout para IL-6 (IL-6 -/-), houve aumento da hiperalgesia 

mecânica e térmica em resposta ao estímulo subplantar de 

carragenina (Xu et al., 1997). Esse efeito hiperalgésico pode ser 

explicado pela produção compensatória de citocinas, como a 

TNF-Ⲁ, visto que a administração de IL-6 no tecido subplantar 

de ratos e camundongos promove efeito nociceptivo (Cunha et 

al., 1992; Cunha et al., 2005). De fato, foi demonstrado 

produção três vezes maior de TNF-Ⲁ em modelo de peritonite 

induzido por lipopolissacarídeo (LPS) em camundongos IL-6 -/- 

(Fattori et al., 1994). Se o mesmo ocorre em modelos de dor e 

inflamação induzidos por carragenina, ainda precisa ser 

determinado. Em concordância, Cunha et al. (1992) 

demonstraram que a administração de TNF-Ⲁ no tecido 

subplantar de ratos Wistar induz a produção/liberação de IL-1β, 

IL-6 e IL-8. Também foi observada redução na dor de ratos 

tratados individualmente com soro anti-IL-6, anti-TNF-Ⲁ, anti-IL-

1β e anti-IL-8 em resposta ao estímulo de carragenina (Cunha et 

al., 1992). Em concordância, foi demonstrada redução na dor 

promovida pela administração de IL-6 no tecido sub plantar em 

camundongos C57BL/6 previamente tratados com indometacina 

(Cunha et al., 2005). Portanto, a TNF-Ⲁ induz a produção de IL-

6 que, por sua vez, induz a produção de prostanóides.  

Os receptores B2 são constitutivamente 

expressos em condições de repouso, enquanto os receptores 

B1 são praticamente inexistentes nessas condições (Siebeck et 

al., 1998; Couture et al., 2001; Prado et al., 2002). No entanto, 

em decorrência do processo inflamatório, há ativação de 

receptores B2, principalmente pela bradicinina, com 

subsequente dessensibilização e internalização desse receptor 

enquanto os receptores B1 se tornam altamente expressos 

(Regoli et al., 1993; Moreau et al., 2005). Em concordância, 

Cunha et al. (2007) demonstraram haver aumento da 

hiperalgesia mecânica mediada por receptores B1 com declínio 
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de receptores B2 em tempos mais tardios, 7 horas, após o 

estímulo de carragenina em camundongos C57BL/6. Foi 

observado que a administração de bradicinina promove a 

liberação direta de prostanóides e aminas simpáticas em 

camundongos C57BL/6 (Cunha et al., 2005; Cunha et al., 2007). 

A administração prévia de IL-1ra e anticorpos anti-KC/CXCL1 

não foram capazes de reduzir a dor promovida pela 

administração subplantar de bradicinina em camundongos 

C57BL/6 (Cunha et al., 2007). Também não houve diferença da 

nocicepção em camundongos C57BL/6 TNFR1 -/- após estímulo 

subplantar de bradicinina (Cunha et al., 2007). 

Em concordância, a administração de D-Arg-

Hyp e D-Phe-bradicinina, antagonistas do receptor B2, foram 

capazes de reduzir a dor promovida pelo estímulo subplantar de 

carragenina em camundongos C57BL/6, no entanto, não houve 

interferência na liberação de TNF-Ⲁ, IL-1β e KC/CXCL1 nesses 

camundongos (Cunha et al., 2007). A administração subplantar 

de bradicinina também foi incapaz de induzir a produção dessas 

citocinas em camundongos C57BL/6 (Cunha et al., 2007). 

Portanto, a nocicepção induzida pela bradicinina, com ativação 

dos receptores B2, é independente da produção de TNF-Ⲁ, IL-

1β e KC/CXCL1 em camundongos. Interessantemente, após 

indução da expressão de receptores B1, a administração prévia 

de DALBK, um antagonista do receptor B1, foi capaz de reduzir 

a dor promovida pela carragenina e bradicinina (Cunha et al., 

2007). Também foi observada redução da produção de TNF-Ⲁ e 

IL-1β em camundongos C57BL/6 que sofreram indução da 

expressão de receptores B1 e que foram previamente tratados 

com DALBK após o estímulo subplantar de carragenina (Cunha 

et al., 2007). Portanto, a nocicepção induzida pela bradicinina, 

com ativação dos receptores B1, é dependente da produção de 

TNF-Ⲁ e IL-1β em camundongos. Portanto, a nocicepção 

induzida pela carragenina está ligada a produção de bradicinina 



42 
 

com subsequente ativação do seu receptor B2 e posterior 

ativação do seu receptor B1. 

Corroborando com esses resultados, em ratos 

Wistar previamente tratados com Hoe 140, um antagonista do 

receptor B2, e DALBK, houve redução da dor promovida pela 

administração subplantar de carragenina (Ferreira et al., 1993; 

Poole et al., 1999). Em concordância, também foi demonstrado 

redução da nocicepção após administração subplantar da 

bradicinina em ratos Wistar previamente tratados com Hoe 140 

e DALBK (Ferreira et al., 1993; Poole et al., 1999). Também foi 

demonstrado que a administração concomitante de DALBK e 

HOE 140 promovem redução total da hiperalgesia mecânica 

promovida pelo estímulo subplantar de bradicinina em um curto 

período de tempo, 3 horas, tendo efeito analgésico aditivo 

(Poole et al., 1999). Portanto, ambos receptores, B1 e B2, são 

responsáveis pela dor promovida pela bradicinina em ratos. 

Além do mais, tanto Hoe 140 quanto DALBK não promoveram 

alteração da nocicepção promovida pela administração 

subplantar de TNF-Ⲁ, IL-6, PGE2 e IL-8 (Ferreira et al., 1993; 

Poole et al., 1999). Também foi observada redução completa na 

dor promovida pela bradicinina em animais previamente tratados 

com soro anti-TNF-Ⲁ (Ferreira et al., 1993; Poole et al., 1999). 

Houve também redução parcial da dor em ratos previamente 

tratados com soro anti-IL-1β, IL-6 e IL-8, sendo que, em 

combinação, anti-IL-1β e IL-8 e IL-6 e IL-8 tiveram efeito 

analgésico aditivo (Ferreira et al., 1993). Portanto, o efeito 

nociceptivo promovido pela bradicinina é possivelmente TNF-Ⲁ 

dependente em rato. 

É importante ressaltar que a bradicinina tem 

maior afinidade por receptores B2 do que por receptores B1. 

Sendo assim, a ativação de receptores B2 pela bradicinina em 

um contexto inflamatório pode ter um papel fisiopatológico mais 

relevante, principalmente quando levado em consideração 
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estágios iniciais do processo inflamatório e baixas 

concentrações do estímulo indutor desse processo.  Também 

foi demonstrado que os receptores B2 são expressos em 

neurônios derivados de ratos Sprague-Dawley de médio e 

pequeno diâmetro (Nagy et al., 1993; Shin et al., 2002). A 

bradicinina foi capaz de induzir influxo de cálcio em neurônios 

do DRG que também foram responsivos a capsaicina in vitro 

(Nagy et al., 1993). Em concordância, pré-incubação com Hoe 

140 promoveu redução significativa do influxo de cátions para os 

neurônios do DRG enquanto a pré-incubação com des-Arg9- 

bradicinina, um agonista seletivo de B1, não promoveu alteração 

no influxo de cátions nessas células (Nagy et al., 1993). 

Portanto, a bradicinina, além de induzir a produção de 

prostanóides e aminas simpáticas promovendo a sensibilização 

de neurônios nociceptivos, também possui ação direta sobre 

essas células. 

De fato, em ratos Sprague-Dawley, a bradicinina 

é capaz de promover a produção de PGE2 por meio da ativação 

da fosfolipase A2 (PLA2) (Taiwo et al., 1990). Além do que, foi 

demonstrado que a bradicinina promove a sensibilização e 

ativação de neurônios nociceptivos por meio da produção de 12-

HPETE, um agonista endógeno semelhante à capsaicina, via 12-

lipoxigenase por essas mesmas células, ativando canais TRPV1 

(Shin et al., 2002). A bradicinina também promove a 

sensibilização de canais TRPV1 pela via PLC/PKC (Burgess et 

al., 1989; Gammon et al., 1989; Chuang et al., 2001). Portanto, a 

carragenina promove a sensibilização de nociceptores por meio 

da ativação direta induzida por algumas citocinas e também pela 

indução da produção/liberação de prostanóides e aminas 

simpáticas por células imunes e demais células presentes no 

foco inflamatório, que vão, em última instância, sinergicamente, 

promover a sensibilização dos nociceptores quando estes 

mediadores atuarem em seus respectivos receptores (Cunha et 

al., 2005; Zarpelon et al., 2013). 
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Na periferia, a carragenina promove o 

recrutamento de leucócitos e liberação de moléculas 

nociceptivas por diversas células, incluindo mastócitos, 

macrófagos e neutrófilos. Mastócitos, macrófagos e neutrófilos 

ativados expressam o complexo receptor ST2/IL-1 RAcP (Xu et 

al., 2008; Verri et al., 2010). Uma vez liberada, IL-33 induz a 

migração de neutrófilos ao ativar mastócitos e macrófagos a 

produzir quimiocinas e citocinas que irão, em última instância, 

promover a ativação de neutrófilos, amplificando o processo 

inflamatório (Verri et al., 2010). Em mastócitos derivados da 

medula óssea de camundongos DBA/1, Xu et al. (2008) 

demonstraram uma maior produção de IL-6, IL-1β e IL-13 por 

essas células in vitro, no entanto, o mesmo não pode ser 

observado em mastócitos derivados de camundongos DBA/1 

ST2 -/-. Em concordância, foi observado que a administração de 

IL-33 no tecido sub plantar de camundongos Balb é capaz de 

induzir formação de edema e aumento da atividade da 

mieloperoxidase de forma semelhante a carragenina (Zarpelon 

et al., 2013). Além do mais, em camundongos Balb previamente 

tratados com fucoidina, um agente capaz de se ligar a selectina L 

e P impedindo o rolamento de leucócitos, houve redução da 

atividade da mieloperoxidase após a administração de IL-33 no 

tecido subplantar desses camundongos (Zarpelon et al., 2013). 

Esses resultados demonstram a importância da IL-33 para 

expressão de fatores de adesão e migração de leucócitos, 

principalmente neutrófilos, acarretando em subsequente 

acúmulo de exsudato no foco inflamatório. 

Interessantemente, os neutrófilos não são as 

principais células responsáveis pela produção de citocinas e 

quimiocinas liberadas em resposta ao estímulo de carragenina, 

no entanto, possuem papel essencial na nocicepção promovida 

por esse estímulo (Cunha et al., 2008). Foi observado redução 

significativa na dor promovida pelo estímulo de carragenina em 

ratos Wistar que tiveram seus neutrófilos depletados (Ting et al., 
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2008). Também foi demonstrado não haver alteração nos níveis 

de TNF-Ⲁ, IL-1β e CXCL1 em ratos Wistar previamente tratados 

com fucoidina após estímulo de carragenina (Cunha et al., 

2008). Em contrapartida, essas células se mostraram relevantes 

na nocicepção induzida pela produção de prostanóides, como a 

PGE2, após estímulo subplantar com IL-1β (Cunha et al., 2008). 

De fato, a administração de PGE2 no tecido subplantar de ratos 

Sprague-Dawley foi capaz de induzir nocicepção em animais 

que tiveram seus neutrófilos depletados, no entanto, o mesmo 

não pode ser observado para outros mediadores, como a 

bradicinina (Levine et al., 1984). Portanto, a produção de 

prostanóides, como PGE2, é neutrófilo dependente, enquanto a 

produção de TNF-Ⲁ, IL-1β e CXCL1 é proveniente de células 

residentes teciduais (Cunha et al., 2008; Ting et al., 2008). 

C5a, anafilotoxina resultante da quebra de C5 

do sistema complemento, se liga ao receptor C5aR1, e tem 

papel importante na nocicepção induzida pelo estímulo de 

carragenina, principalmente por neutrófilos (Ting et al., 2008). 

PMX 53, antagonista seletivo de C5aR, foi capaz de reduzir a 

hiperalgesia mecânica promovida pelo estímulo subplantar de 

carragenina em ratos Wistar (Ting et al., 2008). Também foi 

capaz de reduzir a hiperalgesia mecânica após estímulo 

subplantar com C5a (Ting et al., 2008). Interessantemente, não 

houve alteração dos níveis de produção de TNF-Ⲁ e IL-1β após 

o estímulo subplantar de carragenina em ratos tratados com 

PMX 53 (Ting et al., 2008). A PMX 53 também foi incapaz de 

reduzir o recrutamento de neutrófilos em resposta ao estímulo 

subplantar de carragenina (Ting et al., 2008). Portanto, os 

efeitos inibitórios da PMX 53 não estão relacionados com a 

inibição da produção de citocinas envolvidas na cascata de 

sinalização para produção de prostanóides e nem na 

interferência do recrutamento de neutrófilos em resposta ao 

estímulo de carragenina. No entanto, foi observada redução da 
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hiperalgesia mecânica em resposta ao estímulo subplantar de 

carragenina e C5a, respectivamente, em ratos Wistar que 

tiveram seus neutrófilos depletados (Ting et al., 2008). Esses 

resultados indicam que o efeito nociceptivo promovido pela C5a 

é neutrófilo dependente. De fato, a PMX 53 foi capaz de inibir a 

liberação de MPO quando incubada na presença de C5a em 

neutrófilos humanos in vitro (MARCH et al., 2004). Um dos 

mecanismos pelo qual neutrófilos promovem a eliminação de 

patógenos é por meio da formação de NETs, estrutura formada 

pelo material genético e grânulos citoplasmáticos dos neutrófilos 

(Barth et al., 2016; Wang et al., 2024). Enzimas liberadas por 

grânulos citoplasmáticos, como MPO, são capazes de produzir 

ERO e, dessa forma, desestabilizar estruturas biológicas e ativar 

nociceptores (Salvemini et al., 2011; Barth et al., 2016). 

Portanto, pode ser que a C5a contribua para o estresse 

oxidativo promovido por neutrófilos em resposta ao estímulo de 

carragenina, promovendo nocicepção. 

A carragenina   promove   peroxidação   lipídica,   

como   pode   ser observado pelo ensaio de TBARS, produção 

de O2- e NO, depleção dos níveis de glutationa reduzida (GSH), 

e diminuição da capacidade antioxidante, como pode ser 

observado pelo ensaio com o radical livre de captura ácido 2,2'-

Azinobis-3- etilbenzotiazolina 6-sulfônico (ABTS), 2,2-Difenil-1-

picril-hidrazil (DPPH), e da capacidade antioxidante redutora de 

ferro (FRAP) (Mizokami et al., 2016; Martinez et al., 2020; Malik 

et al., 2021). Em concordância com esses resultados, também 

foi observado diminuição dos níveis do Nrf2, fator de transcrição 

conhecido pela expressão de moléculas antioxidantes, e 

hemoxigenase-1 (HO-1) (Martinez et al., 2020). Ademais, houve 

aumento significativo da capacidade antioxidante e redução da 

peroxidação lipídica em camundongos Swiss previamente 

tratados com indometacina. Portanto, citocinas produzidas no 

processo inflamatório podem contribuir para a promoção do 

estresse oxidativo (Martinez et al., 2020). 
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Há o recrutamento de leucócitos, principalmente 

de neutrófilos, em um modelo de pleurite induzido pelo estímulo 

de carragenina em ratos Wistar (Allegra et al., 2014). Houve 

aumento da expressão das enzimas iNOS e Cox-2 assim como 

aumento da produção/liberação das mesmas em um modelo de 

pleurite induzido pelo estímulo de carragenina (Allegra et al., 

2014). Também foi observado aumento da produção de nitrito, 

TNF-Ⲁ, IL-1β, PGE2 e houve aumento da atividade do NF-κB 

após pleurite induzida pelo estímulo de carragenina (Allegra et 

al., 2014). 

A carragenina promove aumento da capacidade 

oxidante, como pode ser observado pelo depósito de 

malondialdeído (MDA), metabólito formado pela peroxidação 

lipídica, e diminuição da capacidade antioxidante pela 

diminuição das enzimas SOD, glutationa peroxidase (GPX) e 

catalase (CAT), importantes para o controle do estresse 

oxidativo (Mert et al., 2014). A MDA é formada e se acumula em 

decorrência do ataque de radicais livres à membrana plasmática 

de células presentes no foco inflamatório. A SOD promove a 

neutralização de radicais de superóxido ao convertê-los em 

peróxidos menos reativos que podem ser degradados pela 

reação da CAT (Mert et al., 2014). Além disso, GPX ajuda na 

redução de peróxido de hidrogênio e outros hidroperóxidos 

orgânicos (Mert et al., 2014). A carragenina também é capaz de 

promover a liberação de NETs, complexo formado pelo DNA, 

histonas e enzimas proteolíticas, como elastases e MPO, por 

neutrófilos viáveis (Barth et al., 2016). Portanto, para o estudo 

dos efeitos analgésico, anti-inflamatório e antioxidante de 

drogas em potencial, a carragenina se mostra um modelo 

adequado por diversas vias de administração. 

 

 

1.2.1 DIMORFISMO SEXUAL EM MODELO DE CARRAGENINA 
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Diferenças hormonais e nos sistemas 

neuromoduladores descendentes são os principais responsáveis 

por diferenças sexuais no processamento da dor (Ossipov et al., 

2010). De forma geral, as fêmeas são mais sensíveis à dor e 

possuem mecanismos analgésicos descendentes menos 

eficientes que machos tanto em estados de saúde quanto de 

doença (Staud et al., 2003; Van Wijk et al., 2010; Goodin et al., 

2015). Essa condição está estritamente relacionada a condições 

hormonais e expressão de receptores, tais como receptores 

responsivos a neurotransmissores excitatórios e inibitórios 

presentes em neurônios nociceptivos periféricos e neurônios 

nociceptivos na medula espinhal (Esposito et al., 2005; Vegeto et 

al., 2010; Li et al., 2010b; Chow et al., 2016; Pace et al., 2017). 

São três os principais sistemas neuromoduladores descendentes 

que participam da modulação e processamento de estímulos 

nociceptivos, que incluem os sistemas noradrenérgicos, 

serotoninérgicos e dopaminérgicos, que exercem suas ações 

por meio da projeção das suas fibras na medula espinal 

(Ossipov et al., 2010). 

Neste tópico será descrito como questões 

hormonais e neuromoduladoras são responsáveis por 

diferenças na percepção da dor no modelo de carragenina. 

 

     1.2.1.1 SISTEMA NORADRENÉRGICO 

 

Noradrenalina é produzida principalmente pelo 

LC no SNC (Bannister; Dickenson, 2017). O sistema 

noradrenérgico tem papel importante na percepção de estímulos 

dolorosos, e a noradrenalina atua promovendo efeito analgésico 

ao interagir com receptores adrenérgicos em DRGs e neurônios 

do corno da raiz dorsal na medula espinhal (Ossipov et al., 2010; 

Gassner et al., 2009). Receptores adrenérgicos podem ser 

divididos em adrenoceptores do tipo alfa (Ⲁ) e do tipo beta (β) 
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(Llorca-Torralba et al., 2016).                                     

A administração de clonidina, agonista de 

adrenoceptores Ⲁ2, reduz o comportamento nociceptivo, 

coceira, em ratos machos, fêmeas que sofreram ovariectomia, e 

fêmeas na fase diestro estimulados por N-metil-d-aspartato 

(NMDA) e estímulo térmico na região trigeminal e medula 

espinhal, no entanto, não promove alteração em ratos fêmeas 

que sofreram ovariectomia e foram tratadas com benzoato de 

estradiol, e em ratos fêmeas durante a fase proestro (Nag; 

Mokha, 2006; Thompson et al., 2008). Ioimbina, antagonista de 

adrenoceptores Ⲁ2, quando previamente administrada a 

clonidina, foi capaz de eliminar o efeito antinociceptivo em ratos 

machos, fêmeas que sofreram ovariectomia e fêmeas durante a 

fase diestro (Nag; Mokha, 2006; Thompson et al., 2008). 

O efeito antinociceptivo da clonidina, no entanto, 

foi ausente em ratos machos que sofreram gonadectomia 

(Thompson et al., 2008). Em concordância, a clonidina reduz a 

hiperalgesia térmica em ratos machos que sofreram 

gonadectomia e foram tratados com testosterona (Thompson et 

al., 2008). Além do mais, não houve alteração da hiperalgesia 

térmica em ratos machos que sofreram gonadectomia e foram 

tratados com benzoato de estradiol (Thompson et al., 2008). 

Portanto, a testosterona é necessária para o efeito 

antinociceptivo dos adrenoceptores Ⲁ2A em machos e os 

estrógenos promovem a supressão dos efeitos antinociceptivos 

dos adrenoceptores Ⲁ2A em fêmeas. 

 

     1.2.1.2 SISTEMA DOPAMINÉRGICO 

 

A dopamina, neurotransmissor precursor da 

noradrenalina, é produzida majoritariamente por neurônios 

dopaminérgicos na área tegmental ventral (VTA) do 

mesencéfalo e atua por meio de dois subtipos de receptores; 
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receptores semelhantes a D1, que inclui receptores de 

dopamina D1 (D1R) e D5 (D5R), e receptores semelhantes a 

D2, que inclui receptores de dopamina D2 (D2R), D3 (D3R) e D4 

(D4R) (Llorca-Torralba et al., 2016; Puopolo et al., 2019; Bagley; 

Ingram, 2020; Wang et al., 2023). A ativação de receptores 

semelhantes a D1 desencadeia a propagação de estímulos 

excitatórios enquanto a ativação de receptores semelhantes a D2 

leva a impulsos inibitórios em neurônios sensoriais periféricos e 

no SNC (Wang et al., 2023). 

Os D1Rs e D5Rs são expressos, 

principalmente, mas não exclusivamente, em neurônios IB4+ de 

pequeno diâmetro de DRGs derivados de camundongos 

C57BL6 machos e fêmeas. A expressão de D5R é mais 

acentuada em camundongos machos que em fêmeas, sendo 

que a expressão de D5R é ainda mais reduzida em neurônios 

IB4- de pequeno diâmetro, neurônios estes que são 

principalmente peptidérgicos. Já a expressão de D1R é 

semelhante em ambos os sexos. No corno da raiz dorsal, 

aproximadamente metade dos neurônios, interneurônios e 

neurônios de projeção, são inervados por neurônios TRPV1+, 

sendo muitos destes neurônios GABAérgicos presentes na 

lâmina I-III (Megat et al., 2018). D5R e D1R são altamente 

expressos em neurônios de lâmina III do corno dorsal da medula 

espinhal, especialmente em machos (Megat et al., 2018). 

Megat et al. (2018) observaram que 

camundongos machos, por meio de D5R, e fêmeas, por meio de 

D1R, promovem modulação da dor na medula espinal por meio 

da interação com receptores D1R e D5R em DRGs e neurônios 

GABAérgicos no corno da raiz dorsal da medula espinhal. Foi 

demonstrado redução significativa da alodinia mecânica, 

hiperalgesia térmica e edema após administração subplantar de 

carragenina seguida do estímulo subplantar de PGE2 em 

camundongos machos D5R -/- (Megat et al., 2018). Nenhuma 

diferença significativa foi encontrada em camundongos C57BL6 
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fêmeas DRD5 -/- após administração subplantar de carragenina 

seguida do estímulo subplantar de PGE2 nesses mesmos 

parâmetros (Megat et al., 2018). Também foi observada redução 

significativa da alodinia mecânica em camundongos C57BL6 

machos D5R -/- que receberam injeção intratecal de SKF 82958, 

um agonista do D1R, em camundongos previamente 

estimulados com IL-6, citocina produzida em decorrência do 

estímulo de carragenina (Megat et al., 2018). Tendo em vista 

redução dos parâmetros de dor em camundongos C57BL6 

machos D5R -/- em relação a C57BL6 fêmeas D5R -/-, esses 

resultados indicam que camundongos machos têm preferência 

por D5R em relação a D1R em resposta ao estímulo de 

carragenina. Interessantemente, houve redução significativa da 

alodinia mecânica em camundongos C57BL6 fêmeas D5R -/- 

após administração subplantar de carragenina e que receberam 

injeção intratecal de SCH23390, um antagonista de D1R (Megat 

et al., 2018). Portanto, em camundongos C57BL6 fêmeas, há 

uma preferência pelo receptor D1R sobre o D5R em resposta ao 

estímulo de carragenina. 

Usando o fator de transcrição c-fos como 

marcador de ativação neuronal, Megat et al. (2018) 

demonstraram que uma subpopulação de neurônios 

GABAérgicos em lâmina III inervados principalmente por 

neurônios TRPV1+ sofrem modulação em decorrência da 

interação da dopamina e de seus receptores, D1R e D5R, em 

DRGs e no corno da raiz dorsal da medula espinhal. A Injeção 

intratecal de gabazina, um antagonista dos receptores GABA-A 

(GABA-AR), promoveu redução significativa da alodinia 

mecânica após administração de SKF82958 em animais pré- 

estimulados, demonstrando uma relação entre a produção de 

dopamina e o sistema GABAérgico (Megat et al., 2018). Esse 

efeito contra intuitivo, visto que GABA é clássico 

neurotransmissor inibitório amplamente conhecido e produzido 

por interneurônios GABAérgicos, pode ser explicado pela 
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expressão de neuroligina-2, um peptídeo inibitório que favorece 

sinapses GABAérgicas não convencionais, em camundongos 

pré-estimulados (Kim et al., 2016; Megat et al., 2018). De fato, 

foi demonstrado que a ativação de D1R induz a ativação e 

sensibilização de canais TRPV1 em DRGs de camundongos 

(Lee et al., 2015; Chakraborty et al., 2016). 

Portanto, D5R em machos e D1R em fêmeas 

promovem dor por meio da ativação desses receptores em 

nociceptores e por meio da ativação de interneurônios 

GABAérgicos no corno da raiz dorsal que favorecem sinapses 

não convencionais em animais pré-estimulados com 

carragenina. 

 

     1.2.1.3 SISTEMA OCITOCINÉRGICO 

 

A ocitocina (OT) é produzida no núcleo 

paraventricular (PVN), núcleo supra óptico (SON), e núcleo 

acessório (AN) do hipotálamo e é depositada na hipófise. Esses 

neurônios ocitocinérgicos também podem projetar suas fibras 

para amígdala, hipocampo, e várias regiões do córtex cerebral, 

incluindo córtices orbitofrontal, cingulado, insular e pré-frontal 

medial (mPFC), regiões do mesencéfalo, incluindo PAG, RVM e 

área tegmental ventral (VTA), e lâminas I e II do corno dorsal da 

medula espinhal (Boll et al., 2018). Desta forma, a ocitocina pode 

agir sistemicamente pela sua liberação da hipófise e por ação 

de fibras ocitoninérgicas no SNC (Boll et al., 2018). 

A administração intratecal de ocitocina é capaz 

de promover redução da hiperalgesia térmica em ratos machos, 

enquanto que o mesmo não pode ser observado em ratos 

fêmeas com mesma concentração da droga, a.125 nmol (Chow 

et al., 2016). Em concordância, a atosiban, antagonista dos 

receptores de ocitocina (OTRs), não foi capaz de reduzir a 

hiperalgesia térmica em ratos fêmeas (Chow et al., 2016). Em 
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DRGs, OTRs são expressos predominantemente em fibras do 

tipo C não- peptidérgicas e em neurônios de lâmina II do corno 

dorsal da medula espinhal, em que possuem ação inibitória (Boll 

et al., 2018). O mecanismo preciso pela qual a ocitocina 

promove analgesia ainda é desconhecido mas foi proposto que 

ocitocina promove seu efeito analgésico ao promover a redução 

da propagação de estímulos de neurônios glutamatérgicos e 

aumento da propagação de estímulos de neurônios 

GABAérgicos (Breton et al., 2009). 

De acordo com Chow et al. (2016), a 

estimulação elétrica de neurônios ocitocinérgicos do PVN do 

hipocampo também é capaz de reduzir, por um curto período de 

tempo, a hiperalgesia térmica em ratos machos e fêmeas após 

estímulo subplantar de carragenina (Chow et al., 2016). Além de 

que, há expressão aproximadamente duas vezes maior de 

OTRs no corno dorsal da medula espinhal de ratos machos que 

de fêmeas do período pós natal até a idade adulta (Uhl-Bronner 

et al., 2005). Também foi observado que ratos fêmeas 

apresentam aproximadamente três vezes mais expressão de 

IRAP, enzima responsável pela degradação de ocitocina, na 

medula espinal nos segmentos L1 a L6 (Chow et al., 2016). 

Portanto, pode ser que a falha do efeito 

analgésico em fêmeas em resposta ao estímulo subplantar de 

carragenina se deve a baixa de expressão de OTRs na medula 

espinha de fêmeas e é agravado pelo aumento de expressão de 

IRAP na medula espinhal das mesmas. 

 

     1.2.1.4 SISTEMA ADENOSINÉRGICO 

 

A adenosina é um neuromodulador produzido 

em resposta a mudanças no metabolismo celular e lesão 

tecidual, e atua como neurotransmissor por meio da interação 

com quatro subtipos de receptores, adenosina A1, A2A, A2B e 
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A3 (A1R, A2AR, A2BR, A3R) (Dunwiddie; Masino, 2001; Bacon 

et al., 2007). A administração prévia de ZM-241,385, 

antagonista de A2AR, no tecido subplantar de animais ao 

estímulo de carragenina foi capaz de reduzir a hiperalgesia 

mecânica em camundongos fêmeas, mas não em machos (Li et 

al., 2010b). Em concordância, a administração subplantar de 

CGS 21680, agonista seletivo de A2AR, foi menos efetiva na 

hiperalgesia mecânica de camundongos C57BL/6 deficientes 

para A2AR (A2AR -/-) em ambos os sexos (Li et al., 2010b). 

Além do mais, a administração subplantar de CGS 21680 em 

camundongos C57BL/6 fêmeas promoveu hiperalgesia 

mecânica de maior duração que em camundongos machos (Li 

et al., 2010b). Portanto, camundongos machos possuem um 

fator protetor em relação às fêmeas em resposta ao estímulo de 

carragenina, e que está relacionado à ativação de A2AR em 

fêmeas. 

 

     1.2.1.5 OPIÓIDES ENDÓGENOS 

 

Opióides endógenos são peptídeos produzidos 

por várias estruturas do SNC e leucócitos (Corder et al., 2018). 

Essa classe de moléculas atua por meio da interação com seus 

receptores, incluindo MOR, DOR, KOR e receptores de 

nociceptina (NOR) (Bagley; Ingram, 2020). Todos os receptores, 

MOR, DOR, KOR, e NOR são expressos em DRGs e em várias 

estruturas do SNC, incluindo interneurônios excitatórios e 

neurônios de projeção da lâmina I do corno dorsal da medula 

espinhal, PAG e RVM (Corder et al., 2018). A ativação desses 

receptores opióides resulta em efeito analgésico, seja por ação 

direta em neurônios nociceptivos, promovendo diminuição da 

liberação de glutamato, assim como por modulação de 

mecanismos descendentes de controle da dor (Corder et al., 

2018). 
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As pró dinorfinas são clivadas em vários ligantes 

seletivos de KOR da família das dinorfinas, incluindo dinorfina-A, 

dinorfina-B e α-neoendorfina, e camundongos deficientes na 

produção de pré pró dinorfinas são mais sensíveis a estímulos 

térmicos nocivos (Corder et al., 2018; Kivell et al., 2010). 

Ademais, camundongos Knockout para KOR apresentam 

aumento de comportamento de dor manifesta após estímulo 

inflamatório periférico (Simonin et al., 1998; Kivell et al., 2010). 

A administração de U50,488H, agonista seletivo 

do KOR, promoveu redução da hiperalgesia térmica em ratos 

fêmeas que sofreram ovariectomia e foram tratadas com 

benzoato de estradiol em resposta ao estímulo de carragenina 

(Lawson et al., 2010). No entanto, não houve alteração da 

hiperalgesia térmica em ratos fêmeas que sofreram ovariectomia 

e ratos machos que sofreram gonadectomia, e ratos machos 

que sofreram gonadectomia e foram tratados com benzoato de 

estradiol (Lawson et al., 2010). 

A administração intratecal de U50,488H 

promoveu redução da hiperalgesia em resposta ao estímulo 

térmico com movimento reflexo evocado da cauda em ratos 

fêmeas durante a fase proestro, que possui alta concentração 

de estrógenos, no entanto, não foi capaz de promover alteração 

da hiperalgesia térmica na fase diestro, que possui baixa 

concentração de estrógenos, em ratos fêmeas (Lawson et al., 

2010). U50,488H também não foi capaz de promover alteração 

da hiperalgesia térmica em ratos machos (Lawson et al., 2010). 

U50,488H também não foi capaz de promover alteração da 

hiperalgesia térmica em ratos machos e ratos fêmeas que 

sofreram ovariectomia mas foi capaz de promover redução da 

hiperalgesia térmica em ratos fêmeas que sofreram ovariectomia 

e foram tratadas com benzoato de estradiol (Lawson et al., 

2010). 

A norbinaltorfimina (nor-BNI), antagonista 

seletivo de KOR, quando previamente administrada a 
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U50,488H, foi capaz de eliminar o efeito analgésico promovido 

por U50,488H. Além do mais, a expressão de KOR é 

significativamente maior na medula espinhal de ratos fêmeas na 

fase proestro e ratos fêmeas que sofreram ovariectomia e foram 

tratadas com benzoato de estradiol (Lawson et al., 2010). No 

entanto, a expressão de KOR em neurônios nociceptivos ainda 

precisa ser determinada. Portanto, estrógenos promovem efeito 

protetor em fêmeas por meio da interação com receptores KOR, 

sendo que o efeito antinociceptivo de KOR não é influenciado 

por altos níveis de testosterona ou baixos níveis de estrógenos 

em ratos machos. 

Esses resultados são instigantes visto que 

machos possuem maior efeito analgésico em resposta a 

morfina, agonista opióide de MOR comumente utilizado para o 

tratamento de dores crônicas e de alta intensidade (Loyd; 

Murphy, 2009). De fato, as fêmeas necessitam de doses 

aproximadamente 30% maiores de morfina que machos para 

obter o mesmo efeito analgésico (Loyd; Murphy, 2009). A 

contribuição de KOR e sua relação com opióides endógenos no 

controle descendente da dor em fêmeas ainda precisa ser 

melhor esclarecida. 

 

     1.2.1.6 ESTRÓGENOS 

 

Os estrógenos atuam por meio de sua ligação 

com seus receptores, receptor de estrógeno alfa (ER-Ⲁ) e beta 

(ER-β), e são produzidos principalmente pelas gônadas sexuais 

femininas, ovários (Vegeto et al., 2010). Vegeto et al. (2010) 

demonstraram haver aumento de infiltrado leucocitário em 

camundongos que sofreram ovariectomia após o estímulo de 

carragenina na cavidade pleural. A administração de estradiol 

E2 (E2) foi capaz de diminuir a quantidade de leucócitos em 

camundongos que sofreram ovariectomia em resposta ao 
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estímulo de carragenina na cavidade pleural (Vegeto et al., 

2010). Ademais, não houve alteração no recrutamento de 

leucócitos após administração de E2 em camundongos C57/BL6 

knockout para ER-Ⲁ (ER-Ⲁ -/-), no entanto, houve redução 

significativa no recrutamento de leucócitos em camundongos 

ER-β -/- (Vegeto et al., 2010). Portanto, o efeito protetor de E2 é 

mediado pela interação desse estrógeno com ER-Ⲁ em modelo 

de pleurite induzido por carragenina em camundongos, 

principalmente por células endoteliais e leucócitos infiltrados que 

expressam este receptor (Vegeto et al., 2010). 

Além de que, camundongos ER-Ⲁ -/- possuem 

maior expressão de ICAM-1 (Vegeto et al., 2010). A 

administração de E2 foi capaz de reduzir a expressão de ICAM-

1 e P-selectina em camundongos ER-β -/-,, no entanto, não 

promoveu alteração da expressão em camundongos ER-Ⲁ -/- 

(Vegeto et al., 2010). Portanto, as células endoteliais presentes 

em vasos sanguíneos do pulmão oferecem efeito protetor a 

camundongos fêmeas por meio dos receptores ER-Ⲁ. Também 

houve produção de TNF-Ⲁ por células endoteliais e leucócitos 

infiltrados na cavidade pleural em resposta ao estímulo de 

carragenina (Vegeto et al., 2010). Em camundongos ER- Ⲁ -/-, 

houve maior produção de TNF-Ⲁ, indicando o papel importante 

de ER-Ⲁ no processo inflamatório (Vegeto et al., 2010). 

 

1.2.1.7 DEMAIS SISTEMAS NÃO NEURONAIS 

 

Em ratos fêmeas que sofreram ovariectomia, há 

maior desenvolvimento de edema em resposta ao estímulo 

subplantar de carragenina (Esposito et al., 2005). A 

administração de 17β-estradiol (E2) em ratos fêmeas que 

sofreram ovariectomia e ratos machos promove redução de 

edema de forma significativa (Esposito et al., 2005). Há também 



58 
 

aumento significativo da expressão de COX-2 e iNOS em ratos 

fêmeas que sofreram ovariectomia, e a administração de E2 

reduz a expressão de COX-2 e iNOS em fêmeas 

ovariectomizadas. De acordo, foi demonstrado aumento de 

leucócitos, principalmente polimorfonucleares, em ratos fêmeas 

que sofreram ovariectomia em um modelo de pleurite induzido 

por carragenina e a administração de E2 em ratos fêmeas que 

sofreram ovariectomia reduz significativamente a formação de 

exsudato, incluindo leucócitos polimorfonucleares, na cavidade 

pleural após estímulo de carragenina (Esposito et al., 2005). 

Também foi relatado maior produção de LTB4 

em fêmeas que machos em modelo de pleurite induzido por 

carragenina em ratos Wistar enquanto machos possuem maior 

produção de PGE2 que fêmeas (Pace et al., 2017). Em 

concordância, machos também possuem maior produção de 

COX-2 que fêmeas (Pace et al., 2017). Machos possuem maior 

ativação do NF-kB, como pode ser observado pelos níveis de 

p.NF-kB em células do exsudato torácico em modelo de pleurite 

induzido por carragenina, e tratamento com MK886, inibidor de 

5- lipoxigenase (LOX), enzima necessária para a formação dos 

leucotrienos, foi capaz de igualar os níveis de produção de PGE2 

em ratos machos e fêmeas estimulados com A23187, agente 

que promove mobilização de Ca2+ intracelular de forma 

independente de receptores (Pace et al., 2017). De acordo com 

o que foi observado em modelos murinos, também há maior 

produção de COX-2 em neutrófilos humanos de machos que de 

fêmeas, e há maior produção de LTB4 em neutrófilos humanos 

de fêmeas que em machos (Pace et al., 2017). O tratamento 

com MK886 também foi capaz de igualar os níveis de produção 

de PGE2 em neutrófilos humanos estimulados com A23187 

(Pace et al., 2017). 

Em concordância, houve maior edema, 

recrutamento de neutrófilos e níveis de CXCL5 em ratos machos 
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que em fêmeas em modelo de pleurite induzido por carragenina 

(Madalli et al., 2015). A CXCL5 induz a produção de fator 

estimulador de colônias granulocitárias (GCSF) e expressão da 

integrina β2 na superfície de neutrófilos em células derivadas da 

medula óssea de ratos machos e fêmeas in vitro, sendo que a 

expressão de integrina β2 é muito mais acentuada em machos 

(Madalli et al., 2015). Além do mais, a administração de CXCL5 

na cavidade pleural induziu aumento de neutrófilos circulantes e 

da integrina β2 em neutrófilos em ratos machos (Madalli et al., 

2015). CXCL5 também é capaz de promover aumento da 

expressão de CXCR2 em ratos machos e fêmeas (Madalli et al., 

2015). Ademais, neutrófilos derivados de ratos machos 

possuem maior capacidade de adesão que ratos fêmeas, e a 

CXCL5 possui mais afinidade pela CXCR2 que a CXCL1 

(Madalli et al., 2015). 

Esses resultados apontam majoritariamente 

para uma maior nocicepção em fêmeas devido a modulação de 

neuromoduladores descendentes e menor recrutamento de 

leucócitos e subsequente resposta inflamatória devido aos 

efeitos protetores dos estrógenos em quadros de inflamação e 

efeito nociceptivo em nociceptores. 

 

 

                 1.3 MEDIADORES LIPÍDICOS PRÓ-RESOLUÇÃO 

 

Os MLPR são uma classe de mediadores 

lipídicos produzidos temporariamente durante a resolução da 

inflamação e são responsáveis por promover a restauração da 

homeostase e regeneração de tecidos após injúria tecidual 

(Serhan, 2014; Fattori et al., 2020). Dentre a superfamília dos 

MLPR estão as Lipoxinas (LX), biossintetizada a partir do ácido 

araquidônico, resolvinas da série E, biossintetizadas a partir do 

ácido eicosapentaenóico (EPA), resolvinas da série D, 
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protectinas e maresinas, biossintetizadas a partir do ácido 

docosahexaenóico (DHA) (Serhan, 2014). Ácido 

docosapentaenóico n-3 é um produto intermediário entre EPA e 

DHA (Dalli et al., 2013). Esses MLPR podem ser 

biossintetizados via COXs, LOXs e citocromo P450 (Fattori et 

al., 2020), e seus efeitos biológicos estão relacionados a sua 

interação com uma classe de GPCRs expressos em uma 

variedade de tecidos, principalmente células imunes e nervosas, 

podendo atuar como agonistas, inibidores e agonistas 

alostéricos (Dalli; Serhan, 2019; Fattori et al., 2020; Li et al., 

2020; Han et al., 2021). 

Inúmeras evidências apontam para os efeitos 

analgésicos, anti- inflamatórios e antioxidantes dos MLPR 

(Fattori et al., 2020; Fattori et al., 2021). O uso de analgésicos e 

anti-inflamatórios convencionais, como anti-inflamatórios não 

esteroidais (AINEs), opióides e agentes imunobiológicos 

apresentam sérios efeitos colaterais (Ex. AINEs), dependência e 

sensibilização de nociceptores (Ex. Opióides), e resistência por 

parte do hospedeiro (Ex. Agentes imunobiológicos). Além do 

mais, muitas dessas drogas promovem seus efeitos por 

imunossupressão (Rees et al., 2014; So; Martinon, 2017; Yi et 

al., 2020). Os MLPR não apresentam nenhum dos efeitos 

colaterais apontados e não possuem efeito imunossupressor 

(Fattori et al., 2020). Vale ressaltar que MLPR atuam na faixa de 

pico-nano gramas (pg-ng), faixa de concentração muito menor 

que agentes analgésicos e anti-inflamatórios convencionais que 

atuam na faixa de miligramas (mg) (Fattori et al., 2020; Fattori et 

al., 2021). Portanto, o desenvolvimento de drogas com base no 

uso de MLPR é uma estratégia promissora. 

 

1.3.1 RESOLVINA D5  

 

7S, 17S-di-hidroxi-4Z, 8E, 10Z, 13Z, 15E, 19Z - 
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ácido docosahexaenóico ((7(S), 17 (S)-diHDHA), Resolvina D5 

[RvD5]), MLPR da série D das resolvinas, é endogenamente 

biossintetizado por uma série de oxidações do DHA, um 

metabólito do ômega-3, pelas LOXs (Perry et al., 2020). De fato, 

em ensaios enzimáticos, Perry et al. (2020) demonstraram que 

quatro enzimas, 5-LOX, 12-LOX, 15-LOX-1 e 15-LOX-2, estão 

envolvidas na síntese de RvD5. A oxigenação em C7 pela 

enzima 5-LOX seguida da oxigenação em C17 pela enzima 15-

LOX-2 foi a rota mais produtiva para produção de RvD5 in vitro 

enquanto as enzimas 12-LOX e 15- LOX-1 foram capazes de 

produzir RvD5 em menor proporção (Perry et al., 2020). 

Portanto, as enzimas 5-LOX e 15-LOX-2 são as enzimas mais 

prováveis para produção de RvD5 in vivo, principalmente por 

macrófagos de perfil M2 (Werz et al., 2018; Perry et al., 2020). 

Desde sua descoberta por Charles Serhan e equipe em 2002 

(Serhan et al., 2002), a RvD5 tem sido amplamente estudada 

devido aos efeitos analgésico, anti inflamatório e antioxidante 

desse MLPR em diversos modelos. 

Werz et al. (2018) demonstraram que a RvD5 é 

capaz de aumentar a capacidade fagocítica de macrófagos 

humanos de perfil M1 in vitro (Werz et al. 2018). Além de que, 

receptores de resolvina D1 (DRV1/GPR32), pelo qual a RvD5 

possui alta afinidade, são aproximadamente duas vezes mais 

expressos em macrófagos humanos de perfil M1 que M2 (Werz 

et al. 2018). Em concordância, Chiang et al. (2012) 

demonstraram que a RvD5, via intraperitoneal, i.p., é capaz de 

aumentar a capacidade fagocítica em camundongos. In vitro, a 

RvD5 foi capaz de ativar diretamente DRV1/GPR32 e promover 

aumento de fagocitose por macrófagos de maneira 

DRV1/GPR32-dependente (Chiang et al., 2012). Esses 

resultados são animadores visto que a ciprofloxacino e 

vancomicina, antibióticos comumente usados no tratamento de 

infecções bacterianas de alta resistência, e a RvD5 em conjunto 

com outros MLPR, tiveram efeito aditivo na promoção da 
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fagocitose de E. coli e S. aureus (Chiang et al., 2012). Portanto, 

a RvD5 pode ser uma alternativa para a diminuição do uso de 

antibióticos. Ademais, RvD5 em conjunto da ciprofloxacino foi 

capaz de aumentar a sobrevivência de animais infectados com 

E. coli de forma muito mais eficiente que o antibiótico aplicado 

individualmente (Chiang et al., 2012). Curiosamente, 

Trypanosoma cruzi, agente causador da doença de chagas, por 

si próprio, é capaz de produzir RvD5, assim como outros 

mediadores da família das resolvinas, e modular o 

microambiente em que se encontra a seu favor, garantindo a 

sua sobrevivência e a sobrevivência do próprio hospedeiro, 

perpetuando a infecção (Colas et al., 2018). 

A pré-incubação com a RvD5 promove redução 

da produção de IL-6 e CCL5 via ERK/NF-κB em células THP-1, 

células de leucemia monocítica humana que são amplamente 

utilizadas para avaliação da atividade de monócitos e 

macrófagos, em resposta ao estímulo de LPS in vitro (Chun et 

al., 2020). RvD5 também foi capaz de reduzir o recrutamento de 

neutrófilos e macrófagos para os rins em um modelo de 

endotoxemia induzido por LPS e de reduzir a produção das 

citocinas pró-inflamatórias IL-1β, TNF-Ⲁ e IL-6 nos rins sem 

alteração da produção da citocina anti-inflamatória IL-10 em um 

modelo de endotoxemia induzido por LPS (Cardoso et al., 

2022). A diminuição da atividade do NF-κB pela RvD5 foi 

associada a diminuição dessas citocinas (Cardoso et al., 2022). 

Além do mais, a RvD5 é capaz de restabelecer a capacidade 

antioxidante e reduzir o estresse oxidativo nos rins em um 

modelo de endotoxemia induzido por LPS via Nrf2 (Cardoso et 

al., 2022). 

A incubação com RvD5 também foi capaz de 

suprimir a diferenciação de linfócitos T CD4 em linfócitos Th17 e 

facilitar sua diferenciação em linfócitos T regulatórios (Treg) em 

condições indutoras do perfil Th17 in vitro (Yamada et al., 2021). 
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Também foi demonstrado que a RvD5 inibe a proliferação de 

linfócitos TCD4 sem afetar sua viabilidade (Yamada et al., 

2021). Além de que, a RvD5 diminui a diferenciação de 

osteoclastos em condições indutoras de osteoclastos in vitro 

(Yamada et al., 2021). A RvD5 também foi capaz de reduzir a 

ativação de genes relacionados a osteoclastogênese, como o 

fator nuclear de células T ativadas c1a (NFATc1a), fator de 

transcrição envolvido na diferenciação de osteoclastos in vitro 

(Yamada et al., 2021). Considerando que desequilíbrio entre 

linfócitos Th17 e Treg está associado com a patogênese da 

artrite reumatóide, esses resultados podem ser de grande 

relevância (Samson et al., 2012). 

7S, 17S-dihidroxi-8E, 10Z, 13Z, 15E, 19Z - ácido 

docosapentaenóico (n-3 resolvina D5 DPA-derivada [RvD5 n-3 

DPA]) é um MLPR análogo a RvD5 DHA- derivada, diferindo 

somente pela ausência de uma dupla ligação entre os carbonos 

4 e 5 (Flak et al., 2020). A RvD5 n-3 DPA é capaz de ativar 

diretamente os receptores de proteína G 101 (GPR101) e 

promover aumento de fagocitose por macrófagos e neutrófilos 

humanos de maneira GPR101-dependente in vitro (Flak et al., 

2020). Também foi observado aumento da eferocitose por 

macrófagos e diminuição da quimiotaxia e transmigração de 

neutrófilos que foram incubados com RvD5 n-3 DPA (Flak et al., 

2020). In vivo, o tratamento de RvD5 n-3 DPA em camundongos 

foi capaz de reduzir diversos parâmetros inflamatórios em 

modelo de artrite induzido pela administração do soro 

aterogênico de camundongos K/BxN, animais que possuem 

predisposição a artrite (Flak et al., 2020). De fato, Marques et al. 

(2021) observaram que a RvD5n-3 DPA tem papel importante 

na diferenciação de linfócitos TCD4 em linfócitos Treg ao 

promover aumento da expressão de FOXP3. 

A RvD5n-3 DPA também foi capaz de reduzir o 

recrutamento de leucócitos em modelo de peritonite induzido por 
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zimosan e em modelo de isquemia- reperfusão induzido pela 

oclusão da artéria mesentérica em camundongos (Gobbetti et 

al., 2017). Por meio de microscopia intravital, foi demonstrado 

que a RvD5n-3 DPA diminui a adesão e migração de leucócitos. 

Também foi observado redução da adesão de leucócitos em 

monocamadas endoteliais humana ativadas por TNF-Ⲁ e 

redução da expressão de CD11b em neutrófilos in vitro 

(Gobbetti et al., 2017). Além do mais, a RvD5n-3 DPA reduz o 

recrutamento de neutrófilos em um modelo de colite induzido 

por sulfato de dextrano sódico (DSS). Também promoveu 

redução parcial da produção da citocina pró-inflamatória IL-1β 

(Gobbetti et al., 2017). A RvD5-DHA também é capaz de 

promover a ativação de GPR101 de forma semelhante a RvD5 

n- 3 DPA mas os efeitos biológicos resultantes de sua ativação 

não foram estabelecidos para esse MLPR até o presente 

momento (Flak et al., 2020). 

Embora o efeito anti-inflamatório da RvD5 seja 

bem caracterizada, seu efeito analgésico é pouco 

compreendido. Zhang et al. (2018) observaram que a RvD5, i.t., 

é capaz de reduzir a alodinia mecânica e térmica, alodinia ao 

frio, e em um modelo de dor pós-operatória induzido pela fratura 

do osso tibial (fPOP) em camundongos machos. Esses 

resultados indicam que a RvD5 tem potencial como droga para o 

tratamento de dores crônicas pós-operatórias. Também foi 

demonstrado que a RvD5, i.t, é capaz de reduzir a dor em 

modelo de dor inflamatória em induzido pelo estímulo de 

formalina e em modelo de dor neuropática periférica induzido 

por quimioterapia de maneira sexo-dependente, promovendo 

analgesia somente em machos (Luo et al., 2019). Em 

concordância, a administração de RvD5 na região medular 

subaracnóidea reduziu a hiperalgesia mecânica e térmica após 

injúria de constrição crônica do nervo infraorbital (CCI-ION), um 

modelo de dor neuropática trigeminal, em ratos machos e 

fêmeas, especialmente em machos (Baggio et al., 2023). RvD5 
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também foi capaz de reduzir o comportamento de dor manifesta 

após injeção de formalina no lábio superior direito de ratos 

machos (Baggio et al., 2023). O mecanismo responsável por 

esse dimorfismo sexual ainda não foi esclarecido. 

 

Figura 3 – Estrutura da Resolvina D5 

 

     Fonte: Imagem adaptada de Perry et al., 2020 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar os efeitos analgésico e anti-inflamatório 

da Resolvina D5 (RvD5) no modelo de dor e inflamação induzido 

por carragenina em camundongos machos e fêmeas 

 

2.2 OBJETIVO ESPECÍFICO 

 

 Avaliar se o pré-tratamento com RvD5 reduz a 

hiperalgesia mecânica e térmica em modelo agudo de 

inflamação induzido pelo estímulo subplantar de carragenina; 

 Avaliar se o pré-tratamento com RvD5 reduz o 

edema formado em modelo agudo de inflamação induzido pelo 

estímulo subplantar de carragenina; 

 Avaliar se o pré-tratamento com RvD5 reduz o 

recrutamento leucocitário para o tecido subplantar em modelo 

agudo de inflamação induzido pelo estímulo subplantar de 

carragenina; 

 Avaliar se o pré-tratamento com RvD5 reduz o 

recrutamento leucocitário para a cavidade peritoneal em modelo 

agudo de peritonite induzido pelo estímulo intraperitoneal de 

carragenina; 

 Avaliar se o pré-tratamento com RvD5 reduz 

os níveis das citocinas pró- inflamatórias TNF-α, IL-1β e IL-6 em 

modelo agudo de peritonite induzido pelo estímulo intraperitoneal 

de carragenina; 

 Comparar a atividade da RvD5 em camundongos 

machos e fêmeas; 
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Abstract 

Background 

Resolvin D5 (RvD5) has anti-inflammatory and pro-resolutive roles in inflammation. Here, we 

evaluated the effects and mechanisms of action of RvD5 in carrageenan-induced inflammation 

models in male and female mice. 

 
Methods 

 
 

Male and female mice were treated with RvD5 (3, 10, 30 ng, i.p) or vehicle (ethanol 3.2% in 

saline) 1 hour prior to the carrageenan administration in the hind right paw (300 µg, i.pl) and 

peritoneal cavity (1 mg, i.p). Pain-like behavior and inflammation were performed to assess the 

effects of RvD5 in vivo. 

 
Results 

 
 

RvD5 prevented the carrageenan induced mechanical and thermal hyperalgesia in male and 

female mice. RvD5 prevented edema formation in male mice, and recruitment of leukocytes in 

male and female mice. RvD5 modulated cytokine production in a sex-dependent way. 

 
Conclusion 

 
 

RvD5 has an analgesic and anti-inflammatory effect in models of carrageenan-induced 

inflammation by distinct mechanisms in male and female mice. In male mice, RvD5 reduces 

IL-1β production while in female mice RvD5 targets TNF-α production 

 
Key-words: Pain, Inflammatory pain, Nociception, Specialized pro-resolving mediators, 

Sexual differences 
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1. Introduction 
 
 

Resolvin D5 (RvD5) is an endogenous specialized pro-resolving mediator 

(SPM) synthesized by 5- lipoxigenase (LOX) and 15-LOX enzymes, mainly by M2 

macrophages in the resolution phase of acute inflammation, through the oxidation of 

docosahexaenoic acid (DHA) [1, 2]. Its production is associated with regulating several 

physiological and pathological processes [3]. For example, D-series resolvins, including RvD5, 

are reduced in patients suffering from sleep disturbance and remain reduced even after recovery 

sleep [3], and low levels of RvD5 are associated with the pathogenesis and severity of asthma 

[4]. 

Since the RvD5 discovery in 2002 [5], pharmacological interventions have 

been made to assess the potential of RvD5 as an analgesic, anti-inflammatory, and antioxidant 

drug. It has been shown that RvD5 lowers the antibiotic requirement in infectious models 

induced by Escherichia coli and Staphylococcus aureus by enhancing the phagocytic capacity 

in M1 (pro-inflammatory) macrophages [6, 2]. Pre-incubation with RvD5 reduced the 

interleukin 6 (IL-6) and C-C motif chemokine ligand 5 (CCL5) production in THP-cells 

stimulated with lipopolysaccharide (LPS) by reducing the activation of the extracellular signal 

regulated kinase (ERK)/factor nuclear kappa B (NF-κB) pathway [7], and RvD5 was also 

capable of reducing the production of interleukin 1 beta (IL-1β), tumor necrosis factor alpha 

(TNF-Ⲁ) and IL-6, and oxidative stress in a model of endotoxemia induced by LPS by reducing 

the activation of the NF-κB pathway and activating the nuclear factor erythroid 2 related factor 

2 (Nrf2) pathway [8]. Incubation with RvD5 also inhibits the T CD4+ lymphocytes’ 

differentiation to Th17 in Th17-induced conditions in vitro. In vivo, RvD5 was also able to 

reduce osteoclastogenesis [9]. 

In addition to the anti-inflammatory effects, RvD5 has also been reported to 

have an analgesic effect. In a model of postoperative pain after a bone fracture, RvD5 has 

promoted an analgesic effect in male mice, indicating that RvD5 is a potential drug to treat 

chronic postoperative pain [10]. Treatment with RvD5 has also been reported to have an 

analgesic effect in the models of chemotherapy-induced peripheral neuropathy and formalin- 

induced pain, but only in male mice [11, 12]. In fact, RvD5 is the first SPM reported to have a 

sex-dependent analgesic effect, which was confirmed by two distinct pain models, neuropathic 

and inflammatory, by Luo and colleagues (2019). However, in a model of chronic constriction 

injury of the infraorbital nerve, RvD5 has also been reported to have an analgesic effect in both, 

male and female mice, especially in male mice [12]. The mechanism by which such sexual 



81 
 

 

dimorphism occurs is still unknown. Considering that males and females have distinct analgesic 

effects in response to RvD5, studies aiming to understand the mechanisms by which such sex 

differences occur are necessary [11, 12]. 

In this work, we attempt to elucidate the mechanism by which RvD5 

promotes differentiated analgesic effects in models of pain and inflammation induced by 

carrageenan in male and female mice. 

 

 
 

2. Materials and methods 
 
 

2.1 Animals 
 
 

Male and female Swiss (20-25 g) mice were used. Mice were housed in 

standard clear plastic cages with free access to water and food, a light/dark cycle of 12/12h, and 

a controlled temperature (21°土1°C). Animals were acclimated to the testing room at least one 

hour before the experiments, and all behavioral testing was performed between 9 a.m. and 5 

p.m. Animal care and handling procedures were developed according to the International 

Association for Study of Pain (IASP) guidelines and with the approval of the State University 

of Londrina Ethics Committee on Animal Research and Welfare (OF. CIRC. CEUA N° 

152/2016). All efforts were made to minimize the number of animals used and their suffering. 

 
2.2 Drugs, Reagents, and antibodies 

 
 

Materials were obtained from the following sources: saline solution (NaCl 

0.9%; Frenesius Kabi Brasil Ltda, Aquiraz, CE, Brazil), RvD5, ≥ 95% purity, was purchased 

from Cayman Chemical (Ann Arbor, MI, USA) and pure λ-carrageenan, sc-216084, was 

purchased from Santa Cruz Biotechnology (Dallas, TX, USA). ELISA kits for measurement of 

TNF-Ⲁ, IL-1β, and IL-6 were from eBioscience (Thermo Fisher Scientific, VIE, Austria). 

 
2.3 Experimental procedures 

 
 

The experiments were dedicated to determine the therapeutic properties upon 

RvD5 treatment as a potential analgesic and anti-inflammatory drug in male and female 
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animals. Mice (n=6 per group per experiment) were submitted to two inflammation models. 

Parameters were pain and inflammation. Mice were treated with RvD5 (3, 10, or 30 ng) or 

vehicle (3.2% ethanol/saline) [100 µl per animal, intraperitoneal (i.p)] an hour prior to stimuli 

in the right paw with an intraplantar (i.pl.) injection of carrageenan (300 µg/20 µl/paw) in a 

model of inflammatory pain and with an i.p injection of carrageenan (1 mg/100 µl/cavity) in a 

model of peritonitis. Mechanical hyperalgesia (electronic von Frey), thermal hyperalgesia (hot 

plate) and edema were evaluated before and after carrageenan stimuli (1, 3, and 5 hours after 

carrageenan stimuli). The dose of treatment was chosen based on our results of mechanical and 

thermal hyperalgesia, and edema in male mice. After defining the most effective dose of RvD5 

(10 ng/animal), mechanical and thermal hyperalgesia, and edema were evaluated in female 

mice. The thermal hyperalgesia was also evaluated by the hargreaves test in male mice at the 

same time points indicated in the von Frey test. The paw of the male and female mice submitted 

to the model of inflammatory pain (300 µg/20 µl/paw) was collected 5 hours after the 

carrageenan stimuli for leukocyte recruitment analysis. The peritoneal wash of male and female 

mice submitted to the model of peritonitis (1 mg/100 µl/cavity) were also collected 5 hours 

after the carrageenan stimuli for leukocyte recruitment analysis. To elucidate the potential 

mechanisms of this lipid mediator, the peritoneal wash of male and female mice submitted to 

the model of peritonitis (1 mg/100 µl/cavity) were collected 5 hours after the carrageenan 

stimuli for cytokine levels analysis by the enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) (IL- 

1β, TNF-Ⲁ and IL-6). 

 
2.3 Evaluation of mechanical hyperalgesia 

 
 

Mice were allowed to habituate to the apparatus for at least one hour during 

three consecutive days before the measurements. Animals are placed in acrylic cages with a 

wire grid floor, and the stimulation was performed when the animals were quiet and with the 

four paws on the grip floor. This method consists of an electronic pressure meter with a force 

transducer fitted with a polypropylene tip (Electronic von Frey aesthesiometer; Insight 

instruments, Ribeirao Preto, SP, Brazil). An increased perpendicular force was applied to the 

central area of the plantar surface to induce flexion of paw, followed by hind paw withdrawal. 

A digital aesthesiometer recorded the maximal intensity of the force applied [in grams (g)] 

when the paw was withdrawn. After habituation, a baseline measurement was obtained. The 

test was performed in the time points of 1, 3, and 5 hours after carrageenan stimulus. The results 

were expressed as the difference on the mechanical withdrawal threshold after and before 
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carrageenan stimulus. 

 
 

2.4 Evaluation of thermal hyperalgesia 
 
 

Mice were allowed to habituate to the apparatus for at least two hours during 

three consecutive days before the measurements. After habituation, a baseline measurement 

was obtained. To measure pain sensitivity to a heat stimulus (heat hyperalgesia), we placed 

mice on hot plate apparatus (EFF 361, Insight, Ribeirao Preto, SP, Brazil) and a glass plate of 

a hargreaves apparatus (Model 390G, IITC Life Science, Woodland Hills, CA, USA). Hot plate 

was kept at 52°C 土 1°C. A radiant heat source was used to stimulate the paw by gradually 

increasing the temperature of the plantar surface on the hargreaves test. The test was performed 

in the time points of 1, 3, and 5 hours after carrageenan stimulus. The pain threshold was 

determined as the latency (in seconds) to evoke a response of paw withdrawal: paw flinches or 

licking. In this experiment, the device was set to 30% radiant heat source intensity to the 

hargreaves test and a cut-off time of 20s of exposure was applied to both tests to prevent tissue 

damage. 

 
2.5 Edema measurements 

 
 

Paw edema was assessed through measurements of the transverse diameters 

using a caliper (Digmatic Caliper, Mitutoyo Corporation, Kanagawa, Japan). The edema was 

determined for each mouse paw by the difference indicated times post-stimulus and zero time. 

The test was performed at the time points of 1, 3, and 5 hours after carrageenan stimulus. The 

results were expressed as the difference on the mm/paw after and before carrageenan stimulus. 

 
2.6 MPO and NAG activity 

 
 

MPO (an indirect marker of neutrophil recruitment) and NAG (an indirect 

marker of macrophage recruitment) activity were performed. Paw skin samples were collected 

5 h after carrageenan stimulus and homogenized, and only the supernatant was used in the 

assays. For MPO activity assay, paw skin tissues samples were removed and added in 200 μL 

of 50 mM K2PO4 solution (pH 6.0), composed of hexadecyl trimethylammonium bromide 

(HTAB; 0,5%) and homogenized in ice-cold condition using a Tissue-Tearor (Biospec®). 

Subsequently, samples were centrifuged at 16100 g (2 min), and the resultant supernatants (15 
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μL) were blended with 200 μL 50 mM K2PO4 buffer, pH 6.0, containing 0.167 mg/mL o- 

dianisidine dihydrochloride and 0.015% hydrogen peroxide. The MPO activity absorbance was 

determined spectrophotometrically at 450 nm (Multiskan GO Microplate, Thermo Fischer 

Scientific, Vantaa, Finland). The results present MPO activity in tested samples 

(neutrophils/mg of paw skin samples). For NAG activity assay, an adapted colorimetric method 

was applied. Initially, 40 μL of the supernatant obtained followed by the addition of 10 μL of 

50 mM phosphate buffer, pH 6.0. The reaction was started by the addition of 2.24 mM 4- 

nitrophenyl N-acetyl-β-D-glucosaminide. The plate was subsequently incubated at 37 ◦C for 

10min, and the reaction was stopped by the addition of 50 μL of 0.2 M glycine buffer, pH 10.6. 

NAG enzymatic activity was determined spectrophotometrically at 400 nm (Multiskan GO 

Microplate, Thermo Fischer Scientific, Vantaa, Finland), and results were presented as NAG 

activity (macrophages/mg of paw skin samples) 

 
2.7 Leukocyte migration to the peritoneal cavity 

 
 

The total and differential counts of recruited leukocytes to the peritoneal 

cavity were determined 5 hours after carrageenan stimulus. Briefly, peritoneal cavities were 

washed with PBS containing EDTA 2 mM (5 mL of solution), which was recovered to evaluate 

total and differential cell counts. Total cell counts were performed in the Neubauer chamber 

using Turk’s solution, and differential cell counts (100 cells per slide) were performed in slices 

stained with the panoptic kit under a light microscope (Olympus CX31RTSF, Tokyo, Japan). 

Results were expressed as total leukocytes, polymorphonuclear cells, and mononuclear cells 

(cells × 106/ peritoneal cavity). 

 
2.8 Cytokine measurement 

 
 

The peritoneal cavity was washed with saline containing EDTA 2 mM (5 mL 

of solution) and the inflammatory exudate was collected at 5 hours after carrageenan stimulus. 

Samples were centrifuged (3000 rpm × 15 min × 4°C). TNF-α, IL-1β, and IL-6 levels were 

determined from the supernatant by ELISA. The results were expressed as pg of cytokine/mg 

of protein. 

 
2.9 Statistical analysis 
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Data were analyzed using GraphPad Prism statistical software (GraphPad 

Software, Inc., USA-500.288, version 9.0). We used the Shapiro–Wilk normality test and 

Brown-Forsythe homogeneity tests. Two-way repeated-measures analysis of variance 

(ANOVA) followed by Tukey’s post-test was used to compare all groups and doses when 

responses were measured at different times after the stimulus injection. The analyzed factors 

were treatments, time, and time versus treatment interaction. Parametric results were evaluated 

by one-way ANOVA followed by Tukey’s post-test for data from a single time point. P<0.05 

was considered significant. 

 

 
 

3. Results 
 
 

3.1 RvD5 prevents carrageenan-induced mechanical and thermal hyperalgesia in male 

and female mice 

 
Mechanical hyperalgesia was evaluated by the electronic version of the von 

Frey test (Fig.4A and Fig.4D) and thermal hyperalgesia was evaluated by the hot plate (Fig.4B 

and Fig.4E) and hargreaves (Fig.4C) tests. Mice were treated with RvD5 (3, 10 and 30 ng, i.p.) 

or vehicle (ethanol 3.2% in saline, i.p) one hour prior to the injection of carrageenan (300 µg/20 

µL, i.pl). Carrageenan was able to induce mechanical (Fig.4A and Fig.4D) and thermal 

hyperalgesia (Fig.4B, Fig.4C and Fig.4E) in all time-points analyzed when compared to saline 

groups in male and female mice. Administration of RvD5 prevented carrageenan-induced 

mechanical and thermal hyperalgesia in male (Fig.4A, Fig.4B and Fig.4C) and female (Fig.4D 

and Fig.4E) mice. All doses, 3, 10 and 30 ng were able to prevent carrageenan induced 

mechanical hyperalgesia in male mice on all time-points observed, except the dose of 30 ng, 

which did not promote difference at 5h after stimulus when compared to the vehicle group 

(Fig.4A). In females, the dose of 10 ng was able to prevent carrageenan induced mechanical 

hyperalgesia on all time-points observed (Fig.4D). Concerning the thermal hyperalgesia, RvD5 

at the dose of 10 ng was able to prevent the carrageenan induced thermal hyperalgesia on all 

time-points observed when compared to vehicle groups in male mice (Fig.4B and Fig.4C). 

RvD5 at the dose of 30 ng was able to prevent the carrageenan induced thermal hyperalgesia 

only in the first time point, 1h after stimulus (Fig.4B). The dose of 10 ng was also able to 

prevent the carrageenan induced thermal hyperalgesia in female mice (Fig.4E). Thus, RvD5 has 

an analgesic effect in both male and female mice, and such effect is dose-dependent in male 
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Figure 4 - RvD5 prevents carrageenan-induced mechanical hyperalgesia and thermal 

hyperalgesia in male and female mice. Intensity of mechanical hyperalgesia in male (A) and 

female (D) mice and thermal hyperalgesia in male (B and C) and female (E) mice were 

evaluated 1, 3 and 5 hours after stimulus of carrageenan [300 µg/20 µL, intraplantar (i.pl.)] 

using an electronic von Frey (A and D), hot plate (B and E), and Hargreaves (C) apparatus. 

Saline (white), vehicle (red), and RvD5 treatment [3 ng (green), 10 ng (blue), and 30 ng 

(orange)] groups are shown. Results are presented as Δ mean n ± SEM; n = 6 mice per group 

per experiment (*P < 0.05 vs saline; #P < 0.05 vs vehicle group; [two-way ANOVA followed 

by Tukey’s post hoc test]). 

 
3.2 RvD5 prevents carrageenan-induced paw edema formation in male but not female 

mice 

 
For evaluation of carrageenan-induced edema, mice were treated with RvD5 
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(3, 10, and 30 ng, i.p.) or vehicle (ethanol 3.2% in saline, i.p) one hour before the injection of 

carrageenan (300 µg/20 µL, i.pl). Carrageenan was able to induce edema formation in all time 

points observed in male and female mice (Fig.5A and Fig.5B). RvD5 at the dose of 10 ng was 

able to prevent edema formation in all time points in male (Fig.5A) mice, however, the doses 

of 3 and 30 ng prevented the formation of edema only on the two first time points observed, 1 

and 3h after stimulus with carrageenan (Fig.5A). Interestingly, there were no differences in the 

edema formation in female mice treated with RvD5 at the dose of 10 ng and the vehicle group 

(Fig.5B). Thus, the effect of RvD5 in the formation of edema induced by sub plantar injection 

of carrageenan is dose and sex dependent. 

Given the results of mechanical and thermal hyperalgesia, and edema 

formation in male mice, RvD5 at the dose of 10 ng/animal was chosen for the next experiments 

in male and female mice. 
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Figure 5 - RvD5 prevents carrageenan-induced paw edema formation in male but not female 

mice. Edema formation in male (A) and female (B) mice were evaluated 1, 3 and 5 hours after 

stimulus of carrageenan [300 µg/20 µL, intraplantar (i.pl.)] using a thickness gauge, caliper. 

Saline (white), vehicle (red), and RvD5 treatment [3 ng (green), 10 ng (blue), and 30 ng 

(orange)] groups are shown. Results are presented as Δ mean n ± SEM; n = 6 mice per group 

per experiment (*P < 0.05 vs saline; #P < 0.05 vs vehicle group; [two-way ANOVA followed 

by Tukey’s post hoc test]). 
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3.3 RvD5 prevents carrageenan-induced neutrophil migration to the paw in male and 

female mice 

 
For evaluation of carrageenan-induced recruitment to the paw, mice were 

treated with RvD5 (10 ng, i.p.) or vehicle (ethanol 3.2% in saline, i.p) one hour prior to the 

injection of carrageenan (300 µg/20 µL, i.pl). Carrageenan was able to induce neutrophil 

(Fig.6A and Fig.6C) and macrophage (Fig.6B and Fig.6D) recruitment to the paw in male and 

female mice when compared to the saline group. RvD5 at the dose of 10 ng was able to prevent 

neutrophil recruitment to the paw in male (Fig,6A) and female (Fig.6C) mice. RvD5 did not 

prevent the recruitment of macrophages in both male (Fig.6B) and female (Fig.6D) mice. 
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Figure 6 - RvD5 prevents carrageenan-induced neutrophil migration to the paw in male and 

female mice. Leukocyte recruitment to the paw in male (A and B) and female (C and D) mice 

were evaluated 5 hours after stimulus of carrageenan [300 µg/20 µL, intraplantar (i.pl.)] and 

the skin of the hind paw was collected and processed for MPO (A and C) and NAG (B and D) 

activity measurements analysis. Results are presented as mean n ± SEM; n = 6 mice per group 

per experiment (*P < 0.05 vs saline; #P < 0.05 vs vehicle group; [one-way ANOVA followed 
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by Tukey’s post hoc test]). 

 
 

3.4 RvD5 prevents carrageenan-induced leukocyte recruitment to the peritoneal cavity in 

male and female mice 

 
For evaluation of carrageenan-induced recruitment to the peritoneal cavity, 

mice were treated with RvD5 (10 ng, i.p.) or vehicle (ethanol 3.2% in saline, i.p) one hour prior 

to the injection of carrageenan (1 mg, i.p) in a model of carrageenan-induced peritonitis. 

Carrageenan was able to induce leukocyte recruitment to the peritoneal cavity in male (Fig.7A) 

and female (Fig.7D) mice, including mononuclear (Fig.7C and Fig.7F) and polymorphonuclear 

(Fig.7B and Fig.7E) cells when compared to the saline group. Treatment with RvD5 at the dose 

of 10 ng/animal was able to prevent leukocyte recruitment to the peritoneal space in male 

(Fig.7A) and female (Fig.7D) mice, including mononuclear (Fig.7C and Fig.7F), and 

polymorphonuclear (Fig.7B and Fig.7E) in compare to the vehicle group. 

 

 

Figure 7 - RvD5 prevents carrageenan-induced leukocyte migration to the peritoneal 
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microenvironment in male and female mice. The total leukocyte number (A and D), neutrophils 

(B and E), and mononuclear cells (C and F) were assayed in male (A, B, and C) and female (D, 

E, and F) mice. Peritoneal wash was collected 5 hours after intraperitoneal injection of 

carrageenan (1 mg/100 µl/Cavity). Results are presented as mean n ± SEM; n = 6 mice per 

group per experiment (*P < 0.05 vs saline; #P < 0.05 vs vehicle group; [one-way ANOVA 

followed by Tukey’s post hoc test]). 

 
3.5 RvD5 prevents carrageenan-induced cytokines production in the peritoneal cavity in 

male and female mice 

 
For evaluation of carrageenan-induced cytokines production in the peritoneal 

cavity, mice were treated with RvD5 (10 ng, i.p.) or vehicle (ethanol 3.2% in saline, i.p) one 

hour prior to the injection of carrageenan (1 mg, i.p) in a model of carrageenan-induced 

peritonitis. Carrageenan was able to induce the production of the proinflammatory cytokines 

IL-1β (Fig.8A and Fig.8D), TNF-Ⲁ (Fig.8B and Fig.8E), and IL-6 (Fig.8C and Fig.8F) in the 

peritoneal cavity in male (Fig.8A, Fig.8B and Fig.8C) and female (Fig.8D, Fig.8E and Fig.8F) 

mice when compared to the saline group. Treatment with RvD5 at the dose of 10 ng/ animal 

was able to prevent IL-1β production/liberation in male (Fig.8A) but not female (Fig.8D) mice. 

Regarding TNF-Ⲁ production, treatment with RvD5 at the dose of 10 ng/animal was able to 

prevent the production of TNF-Ⲁ in female (Fig.8E) but not male (Fig.8B) mice. The production 

of IL-6 soffered no alteration in male (Fig.8C) and female (Fig.8F) mice when compared to the 

vehicle group. 
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Figure 8 - RvD5 prevents carrageenan-induced TNF-Ⲁ and IL-1β production in a sex- 

dependent way. The levels of proinflammatory cytokines IL-1β (A and D), TNF-Ⲁ (B and C), 

and IL-6 (C and F) were assayed in male (A, B, and C) and female (D, E and F) mice by ELISA. 

Peritoneal wash was collected 5 hours after intraperitoneal injection of carrageenan (1 mg/100 

µl/Cavity). Results are presented as mean n ± SEM; n = 6 mice per group per experiment (*P 

< 0.05 vs saline; #P < 0.05 vs vehicle group; [one-way ANOVA followed by Tukey’s post hoc 

test]). 

 
4. Discussion 

 
 

We have demonstrated that treatment with RvD5 prevents carrageenan 

induced mechanical and thermal hyperalgesia, edema formation, leukocyte recruitment, and 

cytokine production in a dose and sex dependent manner. At first, evaluation of mechanical and 

thermal hyperalgesia, and edema formation was performed in male mice to establish the best 

dose to exert analgesic and anti-inflammatory properties. 

It is worth noticing that carrageenan induces more severe acute hyperalgesia 
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in female than male mice, which is in accordance with existing literature [13, 14, 15, 16]. It has 

been shown that testosterone can promote an antinociceptive effect and estrogens can promote 

a nociceptive effect, which is associated with adrenoceptors alpha 2A [13, 14]. 

We demonstrated that treatment with RvD5, at the dose of 10 ng per animal, 

was able to reduce all time points related to hyperalgesia, including mechanical and thermal 

hyperalgesia, in male mice in a dose dependent-way. RvD5, at the dose of 10 ng per animal, 

was also able to prevent edema formation in male mice at all time points observed. Considering 

that RvD5 at the dose of 10 ng was the best dose to prevent these parameters of pain and 

inflammation applied in male mice, this dose was chosen for the following experiments in male 

and female mice. 

In the model of carrageenan induced hyperalgesia, RvD5 at the chosen dose 

was also able to prevent mechanical and thermal hyperalgesia in female mice. It has been 

reported that RvD5 is unable to produce an analgesic effect in distinct pain models, including 

neuropathic and in inflammatory pain models. Luo and colleagues [11] have shown that RvD5 

has no analgesic effect in models of chemotherapy-induced peripheral neuropathy and 

formalin-induced pain. However, in a model of chronic constriction injury of the infraorbital 

nerve, RvD5 have been reported to have an analgesic effect in female mice [12]. These results 

suggest that the analgesic effects of RvD5 can be dependent in the pain model in question, given 

that which model has its own particular properties. This allegation can be supported given that 

RvD5 in the dose of 10 ng per animal was unable to induce an analgesia effect in the formalin- 

induced pain model by two distinct studies [11, 12]. 

As carrageenan-induced hyperalgesia is caused by the inflammatory process 

as a result from the recognition of carrageenan, a sulfated polysaccharide from red marine algae, 

for resident immune cells [17, 18, 19, 20], inflammatory parameters were also evaluated. As 

expected, carrageenan was able to induce edema formation in male and female mice, especially 

in males. It has been shown that sexual hormones, especially estrogens, have a protective effect 

against inflammation in female mice. Vegeto and colleagues [21] have shown that estradiol E2 

administration can act on estrogen alpha receptors (ER-Ⲁ) reducing leukocyte recruitment and 

adhesion factors in endothelial cells. 

Interestingly, the treatment with RvD5 was able to prevent edema formation 

in male but not female mice, indicating that RvD5 prevention of carrageenan induced edema 

formation is sex-dependent in this model of inflammatory pain. It has been demonstrated that 

RvD5 can act on human coronary arteries and reduce PGE2-induced contraction, which was 

associated with the expression of DRV1/GPR32 in these vessels [22], and Miyahara and 
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colleagues [23] have demonstrated the expression of DRV1/GPR32 in vascular smooth muscle 

and endothelial cells of humans and rabbits. As no homologs of DRV1/GPR32 exist in mice so 

far [24], mechanisms by which RvD5 promotes its vascular sex-dimorphism are unknown. 

In the model of inflammatory pain induced by administration of carrageenan 

in the paw, we demonstrated that carrageenan is able to induce leukocyte recruitment, 

neutrophil and macrophages, to the paw, especially in males, as have been previously reported 

[21]. Treatment with RvD5 was able to prevent the neutrophil but not the macrophage 

recruitment to the paw. The reduction in recruitment can be associated with the reduction of 

adhesion factors by endothelial cells. In fact, it has been shown that RvD5n-3 DPA, an analog 

of RvD5 DHA, can reduce the expression of ICAM-1 induced by TNF-Ⲁ in endothelial cells 

and expression of CD11b in neutrophils in vitro [25]. 

In the model of carrageenan peritonitis, we have shown that carrageenan is 

able to induce leukocyte recruitment, including polymorphic and mononuclear cells, in male 

and female mice, especially in male. In this model, RvD5 is capable of preventing the leukocyte 

recruitment, including polymorphic and mononuclear cells, in male and female mice. We 

attribute the reduction of macrophages by RvD5 in this model of carrageenan-induced 

peritonitis to the peritoneal distinct environment [26]. Peritoneal cavity has a great number of 

immune cells, including a high number of resident macrophages and B and T cells [27]. 

Actually, the peritoneal cavity has a peritoneal cavity-resident B cell subset known as B1 cells, 

that in addition to the conventional B2 cells, is a great producer of IL-10 [27]. It is also worth 

mentioning that both RvD5 and carrageenan were delivered to the peritoneal cavity, which may 

have promoted a more direct effect of RvD5 in the peritoneal cavity cells. 

In the peritonitis model, we have shown that carrageenan is also able to 

enhance the production of several proinflammatory cytokines, such as IL-1β, TNF-Ⲁ, and IL- 

6, in male and female mice in different proportions. IL-1β and IL-6 were much more produced 

in male than female mice in response to the carrageenan peritoneal induced stimulus while 

TNF-Ⲁ was much more produced in female than male mice. In fact, increased IL-6 levels were 

found in the subnucleus caudalis (Sp5C) after CCI-ION in males, but not female rats, indicating 

a sexual dimorphism in the production of cytokines occurs [28]. We have shown that treatment 

with RvD5 is able to prevent the production of pro-inflammatory mediators in male and female 

mice, however, with sex differences. RvD5 prevent the production of IL-1β in male but not 

female mice, prevent the production of TNF-Ⲁ in female but not male mice. 

Gobbetti and colleagues [25] demonstrated that RvD5n-3 DPA is cable to 
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partially reduce the production of IL-1β in a model of dextran sulfate sodium (DSS)-induced 

colitis in male mice with no alteration in the production of TNF-Ⲁ, IL-6, and IL-10 cytokines 

[25]. Considering that RvD5-DHA activates GPR101 in a similar way to RvD5n-3 DPA [29], 

it is possible that the activation of this receptor in macrophages and neutrophils interfere with 

IL-1β production, resulting in analgesia. In fact, it has been observed that RvD5-DHA, i.p, 

reduces anxiety and depressive-like behavior by reducing IL-1β production in the hippocampus 

and prefrontal cortex of diabetic male rats [30]. Additionally, lox-GPR101-lox Cre mice have 

been shown to reduced phagocytic capacity of E. coli and S. aureus by macrophages and 

reduced efferocytosis [29]. Lox-GPR101-lox Cre mice also had higher numbers of 

macrophages, monocytes, and neutrophils in response to the bacterial challenge of E. coli and 

yeast cell wall challenge of zymosan in models of peritonitis, which was associated with the 

reduction of several SPMs [29]. Thus, GPR101 is critical to macrophage regulation, and 

endogenous RvD5- DHA and RvD5n-3 DPA may potentiate macrophage activity by autocrine 

and paracrine mechanisms in vivo, which may also help to control inflammation. 

NF-κB is a transcription factor involved in the modulation of genes encoding 

proinflammatory cytokines, such as TNF-Ⲁ, IL-1, and IL-6, and inducible enzymes, such as 

COX-2 and iNOS [31, 32]. Activation of TLR4 by carrageen and its metabolites results in the 

production of TNF-Ⲁ by the TLR4/MyD88/Bcl10/NF-κB pathway [17, 18, 19, 20]. In models 

of carrageenan-induced inflammation, TNF-Ⲁ leads to the production of IL-6, KC/CXCL1, and 

IL-1β in mice [33]. Besides, KC/CXCL1 can also induce the production of IL-1β in a TNF-Ⲁ 

independent way [33]. 

In female mice, RvD5 prevents the TNF-Ⲁ production but no difference is 

observed in the IL-1β production. Considering the ordered cytokine release cascade, it is 

possible that the inhibition in the production of TNF-Ⲁ by RvD5 leads to an enhancement of 

KC/CXCL1, which leads to the compensatory production of IL-1β in female mice. In fact, in a 

model of LPS-induced peritonitis, IL-6 knockout mice (IL-6 -/-) have presented three times 

more TNF-Ⲁ production in a compensatory mechanism [34]. It is worth mentioning that the IL- 

1β production needs two signs. The first sign leads to the production of its pro-from, pro-IL- 

1β, inactive form, and the second sign leads to the maturation of pro-IL-1β to IL-1β, active form 

[35]. Lopes and colleagues [35] have demonstrated that in a model of carrageenan-induced 

inflammation in the paw, the inflammasome NLRC4 is necessary for the maturation of pro-IL- 

1β to its active form, IL-1β. 
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5. Conclusion 
 
 

RvD5 has analgesic and anti-inflammatory effects in male and female mice 

but such effects are due to distinct mechanisms. In male mice, RvD5 reduces IL-1β production 

while in female mice RvD5 targets TNF-α production. It is possible that the analgesic and anti- 

inflammatory effects observed in female mice are due to the inhibition of the NF-κB activation, 

which may reduce TNF-α production, and the analgesic and anti-inflammatory effects observed 

in male mice are due to the inhibition of IL-1β maturation. However, more studies are necessary 

to establish the mechanisms that lead to the RvD5 properties in male and female mice. 
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