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RESUMO 

 

Introdução: A Síndrome da Dor Regional Complexa (SDRC) é conhecida por apresentar 

manifestações clínicas autonômicas, sensoriais, motoras e tróficas, desencadeada por um 

trauma ou processo cirúrgico, e se estabelece após um processo inflamatório seguido de 

uma lesão. Apresenta um aumento de citocinas pró-inflamatórias, e uma diminuição das 

citocinas anti-inflamatórias e pró-resolutivas. O ômega-3, rico em ácido 

eicosapentaenoico (EPA) e ácido docosaexaenoico (DHA), é conhecido por suas 

propriedades anti-inflamatórias e pró-resolutivas. Sendo assim, o objetivo desse trabalho 

foi verificar o efeito da suplementação preventiva com ômega-3 no edema da pata, nas 

concentrações da interleucina (IL)-4, IL-10, fator de crescimento transformador β-1 

(TGF-β1), fator de necrose tumoral (TNF) e proteína quimioatrativa de monócitos 1 

(MCP-1) na pele e músculo da pata e, por fim, no imunoconteúdo de NOS 2 e CD86 

(macrófagos M1) e Arginase-1 (macrófagos M2) no músculo de camundongos 

submetidos ao modelo de Dor Pós-Isquemia Crônica (DPIC). Metodologia: 

Camundongos Swiss fêmeas foram divididos em 4 grupos: (1) Salina/Sham; (2) 

Salina/DPIC; (3) Óleo de milho/DPIC e (4) Ômega-3/DPIC. Foi realizada a 

suplementação com salina (0,9 %), óleo de milho (1.500 mg/Kg) ou ômega-3 (1.500 

mg/Kg) por 30 dias preventivamente e, posteriormente conforme os dois protocolos 

experimentais, até o 2º ou 15º dias após a DPIC. O modelo de DPIC foi realizado pela 

aplicação de um torniquete na pata posterior direita dos camundongos, induzindo um 

processo de isquemia e reperfusão. A avaliação da espessura da pata foi utilizada para o 

acompanhamento do edema até 96 horas após a lesão. ELISA foi utilizado para 

mensuração das citocinas pró- e anti-inflamatórias e o ensaio de Western Blotting para a 

imunomarcação de NOS 2 e CD86 e Arginase-1. Resultados: O ômega-3 diminuiu o 

edema da pata dos animais lesionados, aumentou as concentrações de IL-4 no músculo 

após 48 horas, e ainda, aumentou as concentrações de IL-10, 15 dias após a DPIC. O 

ômega-3 não alterou as concentrações de MCP-1, TNF e TGF-β1,48 horas após a DPIC, 

assim como, não alterou os níveis de NOS 2, CD86 e Arginase-1. Conclusão: Os 

resultados demonstram um consistente efeito imunomodulatório da suplementação 

preventiva do ômega-3 em um modelo animal de SDRC-I. 

 

Descritores: Ômega-3; PUFAs; Síndrome da Dor Regional Complexa; Edema; 

Citocinas. 



 

ABSTRACT 

 

Introduction: Complex Regional Pain Syndrome (CRPS) is known to present autonomic, 

sensory, motor and trophic clinical manifestations, triggered by a trauma or surgical 

process, and is established after an inflammatory process followed by the injury. It 

presents an increase of pro-inflammatory cytokines, and a decrease of anti-inflammatory 

and pro-resolutive cytokines. Omega-3, a fish oil rich in eicosapentaenoic acid (EPA) and 

docosaexaenoic acid (DHA), is known for its anti-inflammatory and pro-resolutive 

properties. Therefore, the objective of this study was to verify the effect of the preventive 

supplementation with omega-3 on the paw edema, in the concentrations of interleukin 

(IL)-4, IL-10, transforming growth factor β-1 (TGF-β1), tumor necrosis factor (TNF) and 

monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1) in the skin and paw muscle and finally in 

the immunocontent of NOS 2 and CD86 (macrophages M1) and Arginase-1 

(macrophages M2) in the paw muscle of mice submitted to the model of Chronic Post-

Ischemia Pain (CPIP). Methodology: Swiss female mice were divided into 4 groups: (1) 

Saline/Sham; (2) Saline/CPIP; (3) Corn oil/CPIP and (4) Omega-3/CPIP. Saline (0.9%), 

corn oil (1.500 mg/Kg) or omega-3 (1.500 mg/Kg) were added for 30 days preventively 

and then, according to the two experimental protocols, until the 2nd or 15th day after 

CPIP. The CPIP model was performed by applying a tourniquet on the posterior right 

paw of the mice, inducing a process of ischemia and reperfusion. The evaluation of the 

leg thickness was used to follow the edema up to 96 hours after the injury. ELISA was 

used to measure pro- and anti-inflammatory cytokines and the Western Blotting assay for 

NOS 2 and CD86 and Arginase-1 immunomarkers. Results: Omega-3 decreased paw 

edema in injured animals, increased IL-4 concentrations in muscle after 48 hours, and 

increased IL-10 concentrations 15 days after IDP. The omega-3 did not change the 

concentrations of MCP-1, TNF and TGF-β1.48 hours after CPIP, as well as it did not 

change the levels of NOS 2, CD86 and Arginase-1. Conclusion: The results demonstrate 

a consistent immunomodulatory effect of preventive omega-3 supplementation in an 

animal model of CRPS-I. 

 

Key-words: Omega-3; PUFAs; Complex Regional Pain Syndrome; Edema; Cytokines. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A Síndrome da Dor Regional Complexa (SDRC) é uma patologia que causa 

grave déficit funcional, caracterizada pela presença de dor crônica e debilitante. A SDRC 

surge após um trauma ou um processo cirúrgico em um membro e se estabelece após o 

processo inflamatório desencadeado pela lesão. É conhecida por apresentar manifestações 

clínicas autonômicas, sensoriais, motoras e tróficas, e geralmente envolve uma 

extremidade ou região do corpo 1,2. 

A SDRC é dividida em dois tipos: SDRC do tipo I, que surge após um trauma 

tecidual em que inicialmente não há dano de nervo, e a SDRC do tipo II, onde é 

identificado dano de nervo (causalgia). No entanto, esta diferença é controversa, porque 

a fratura óssea ou a cirurgia lesionarão as fibras nervosas periféricas, mas por convenção, 

a SDRC pós-fratura e pós-cirúrgica é quase sempre classificada como SDRC do tipo I. 

Além disso, estudos patológicos em pacientes com a SDRC, que tiveram membros 

amputados e posteriormente foram realizadas biópsias da pele, mostraram degeneração 

de fibras nervosas de pequeno diâmetro, do tipo C e Aδ2-4. 

Nos pacientes com SDRC, a dor regional é o sintoma mais importante, ela 

aumenta durante os movimentos e quando há mudanças de temperatura no membro 

afetado. Também há alterações vasomotoras e sudomotoras. Os sujeitos acometidos 

apresentam edema, alterações na motricidade e modificações tróficas nos tecidos 

acometidos. Alguns pacientes manifestam os membros quentes ou frios, alodinia, 

hiperalgesia, excesso de suor, e mudanças na aparência da pele e unhas5,6. 

A incidência da SDRC é maior em mulheres com idade entre 40-60 anos, e afeta 

principalmente os membros inferiores6. A principal causa é devido a fraturas nas partes 

distais dos membros7,8. A incidência da SDRC após uma fratura é estimada em 1-2%, 

sendo que 19% dos casos acontecem no pós-operatório3,9. Num estudo conduzido nos 

Estados Unidos, Sandroni e colaboradores (2003)8 mostraram uma incidência anual de 

5,5 para cada 100.000 pessoas em risco, com uma prevalência anual de 20,6 por 100.000 

pessoas. Em outro estudo conduzido na Noruega, foi encontrado uma incidência de 26,2 

por 100.000 pessoas por ano7.  

Em relação ao prognóstico, um estudo longitudinal mostrou que durante o 

primeiro ano após o desenvolvimento da SDRC, 70% dos pacientes tiveram melhora 

principalmente na funcionalidade do membro lesionado e nos sintomas visíveis (edema, 

cor da pele e transpiração). Entretanto, 25% dos pacientes continuaram inclusos no 
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diagnóstico da SDRC, e apenas 5% estavam sem queixas10,4. Outro estudo mostrou que 

fatores psicológicos podem influenciar o prognóstico da SDRC, como o medo 

relacionado à dor e ao dano tecidual, a ansiedade, o estresse ou a depressão11. 

A inflamação pós-traumática, a disfunção vasomotora e a plasticidade neuronal 

é o que caracteriza a fisiopatologia da SDRC12. Logo após a lesão tecidual, ocorre a 

resposta imune inata na pele e tecido subcutâneo. Em alguns modelos animais como os 

de fratura ou isquemia e reperfusão, logo no primeiro dia após a lesão, além das células 

imunológicas, os queratinócitos se proliferam e expressam citocinas, como a interleucina 

(IL)-6 e o fator de necrose tumoral (TNF) que também provocam dor e hiperalgesia 

através da sensibilização dos nociceptores e neurônios periféricos. Esses neurônios 

sintetizam e liberam neuropeptídeos, tanto perifericamente quanto no seu terminal 

central, (substância P [SP] e o peptídeo relacionado ao gene da calcitonina [CGRP]) que 

são alguns dos mediadores responsáveis pelos sinais da inflamação13.  

No soro de pacientes com SDRC do tipo I, as concentrações de receptores 

solúveis do TNF (sTNFR) e as citocinas pró-inflamatórias: TNF, IL-1 e IL-8 estão 

aumentadas, enquanto citocinas anti-inflamatórias, como a IL-4, IL-10 e o fator de 

crescimento transformador-β (TGF-β) estão diminuídas14,15. Durante o curso da doença e 

sua cronificação, a maioria dos sinais da inflamação cessa, mostrando mudanças na 

fisiopatologia. O próximo passo é a plasticidade neuronal do sistema nervoso central 

(SNC), que também é induzida pela inflamação ou desenvolvida em paralelo, e é 

responsável pela manutenção da dor crônica neuropática16. 

Apesar dos diversos estudos experimentais e clínicos realizados na área, até o 

presente momento não existe um tratamento estabelecido e totalmente eficaz para a 

SDRC, tanto do tipo I quanto do tipo II6,17. Os tratamentos utilizados incluem o uso de 

medicamentos como anti-inflamatórios (na fase aguda), antidepressivos e opioides; e 

terapias como a fisioterapia, a terapia ocupacional, a psicoterapia e a socioterapia16. Uma 

vez que as terapias atualmente disponíveis não aliviam adequadamente a dor em todos os 

pacientes, e os efeitos colaterais dos tratamentos medicamentosos frequentemente 

limitam o seu uso, permanece a necessidade de desenvolver novas abordagens para que 

se estabeleça um tratamento efetivo, seguro e até mesmo preventivo, frente ao 

prognóstico que SDRC apresenta, devido à sua fisiopatologia multifacetária.  

O ômega-3 e seus derivados são conhecidos pelas suas propriedades pró-

resolutivas e anti-inflamatórias18-20, funções que beneficiariam os pacientes na prevenção 
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do desenvolvimento, ou mesmo no tratamento, da SDRC. Os mais abundantes ácidos 

graxos são os insaturados, sendo que um deles é o ácido graxo ômega-6 ou ácido linoleico. 

Este pode ser dessaturado com a inserção de uma dupla ligação para formar o ácido α-

linolênico, também conhecido como o ácido graxo poli-insaturado (PUFA), ômega-3. A 

mesma enzima que faz a dessaturação o ômega-6, converte o ácido α-linolênico em ácido 

eicosapentaenoico (EPA) e depois este em ácido docosaexaenoico (DHA)18.  

Sabe-se também que o ômega-3 dá origem a uma família de mediadores 

denominados resolvinas, que derivam tanto do EPA, quanto do DHA, e estes possuem 

intensa propriedade anti-inflamatória19, são protetores do tecido, e tem funções de 

estimular a resolução da inflamação20. Estudos clínicos vêm demonstrando que o EPA e 

o DHA modulam a síntese de citocinas pró-inflamatórias como a IL-6, a interleucina-1 

beta (IL-1β) e o TNF em doenças inflamatórias. Além disso, têm se mostrado efetivo em 

amenizar os efeitos da inflamação, incluindo a quimiotaxia de leucócitos, a expressão de 

moléculas de adesão no endotélio, e a produção de eicosanoides como as prostaglandinas 

(PGs), os tromboxanos (TXs) e os leucotrienos (LTs), que são derivados do ácido 

araquidônico (AA)18,21,22. 

Muitos estudos sugerem que a suplementação de ômega-3 tem efeitos benéficos 

em patologias humanas e modelos animais. Alguns desses efeitos incluem potencial 

antitrombótico, imunorregulatório, e respostas anti-inflamatórias relevantes em doenças 

como arteriosclerose, artrite, asma, periodontite, assim como, efeitos antitumoral e 

antimetástase23. Ainda, um estudo demonstrou que o ômega-3 modula a transmissão da 

dor inflamatória regulando a transmissão do sinal nociceptivo no corno posterior da 

medula espinal24,25. Além da modulação da função imune periférica, o ômega-3 também 

tem ação central. O DHA, derivado do ômega-3 é o PUFA mais encontrado no encéfalo 

e contribui para regular a sinalização e a função da micróglia, a célula imunológica efetora 

do SNC, principalmente no contexto de neuroinflamação e do comportamento26,27,28.  

Pacientes com a dieta rica em ácido graxo ômega-3 são menos propensos a 

desenvolver processos neurodegenerativos ou funcionais, e perda cognitiva na progressão 

de doenças neurodegenerativas29. Por outro lado, indivíduos com a cognição normal 

também são beneficiados com a suplementação de ômega-3. Já foi demonstrado que a 

suplementação está positivamente associada com um volume médio maior do hipocampo, 

córtex cingulado e das áreas orbitofrontais29. 
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As doenças inflamatórias, como a SDRC, têm reduzido a qualidade de vida dos 

indivíduos acometidos e onerado o sistema de saúde e de seguridade social. O paciente 

com um quadro de doença inflamatória apresenta, na maioria das vezes, uma dor crônica 

incapacitante que faz com que ele se afaste do trabalho, da vida social, e deixe de lado as 

atividades físicas e atividades básicas do dia-a-dia. Todo este quadro gera um prejuízo 

tanto para o paciente quanto para a economia do país, visto que há uma alta incidência e 

prevalência de doenças inflamatórias crônicas30.  

Ao mesmo tempo em que podemos visualizar um crescente número de pesquisas 

científicas relacionadas ao tema, muitas perguntas e dúvidas sobre o processo 

fisiopatológico da síndrome e terapias emergentes ainda necessitam de esclarecimentos. 

Nesse contexto nos questionamos se em camundongos submetidos a um modelo que 

mimetiza a SDRC do tipo I, o modelo de dor pós-isquemia crônica (DPIC), a 

suplementação prévia com ômega-3 teria efeitos benéficos sobre a regulação do sistema 

imunológico durante o processo inflamatório? 

 

 

1.1 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

1.1.1 Síndrome da Dor Regional Complexa  

 

Umas das primeiras publicações sobre a SDRC foi feita por Mitchell em 1864, 

que a denominou como causalgia. Essa denominação sofreu várias mudanças devido as 

novas descobertas sobre sua patogenia31. Em 1994, a Associação Internacional para o 

Estudo da Dor (IASP) introduziu o termo SDRC3. O termo descreve que há uma variedade 

de condições dolorosas regionais após uma lesão, nas quais, a magnitude e duração 

excedem o esperado e mostram uma progressão variável com o tempo32. Esta síndrome é 

conhecida por apresentar dor neuropática e alterações autonômicas, motoras e tróficas, 

afetando uma ou mais extremidades do corpo. Estas complicações clínicas características 

da SDRC surgem quase sempre após um traumatismo ou processo cirúrgico, geralmente 

resultante de isquemia e reperfusão tecidual3,33. Embora a sua causa ainda não esteja 

totalmente elucidada, alguns estudos apontam uma possível predisposição genética34,8. 

A síndrome pode se apresentar com dor regional intensa, com sintomas de 

alodinia (estímulos, geralmente não dolorosos, que provocam dor) e hiperalgesia 
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(estímulos dolorosos que provocam sensações dolorosas mais intensas que o habitual), 

edema ou sudorese, mudanças na cor e temperatura da pele, fraqueza, tremores e redução 

da amplitude de movimento. Sendo assim, ela prejudica a prática de algumas atividades 

diárias por causar prejuízos na função motora e sensorial33. Fatores psicológicos também 

estão associados aos sintomas da SDRC, o estudo de Bean e colaboradores (2015)11 

mostrou que aqueles pacientes mais ansiosos, estressados, depressivos e que tinham medo 

da dor, exibiram maior intensidade de dor, incapacidade e piora dos sintomas durante o 

acompanhamento11. 

Atualmente o diagnóstico é baseado nos sintomas e sinais clínicos, sendo que 

vários métodos foram desenvolvidos, incluindo o critério de Budapeste, o critério de 

Veldmann e o critério da IASP33. Estes critérios incluem os principais sintomas 

apresentados pelos indivíduos com SDRC: alterações sensoriais de alodinia ou 

hiperalgesia, alterações vasomotoras de temperatura e coloração da pele, presença de 

edema (figura 1) ou suor, alterações motoras e tróficas como diminuição da amplitude de 

movimento, fraqueza e tremores12.  

A doença pode ser dividida em quatro estágios, sendo eles: estágio I, definido 

como a fase quente e hipertrófica; estágio II, definido como a fase intermediária; estágio 

III, definido como a fase fria ou crônica inicial; e o estágio IV, definido como a fase 

crônica, onde aparecem os sinais tróficos, a distonia e pode definir a estabilização da 

doença ou sua cura35. 

 

 



18 

 

 

Figura 1 – SDRC em humanos. 

Legenda: Fotografias mostrando algumas fases da SDRC em pés humanos. No painel A podemos ver um 

membro normal. No painel B notamos um membro hiperêmico, edematoso, que representa a fase quente e 

hipertrófica do estágio I da síndrome. No painel C notamos uma pele seca, cianótica, como na fase fria da 

SDRC que ocorre no estágio III. 

Fonte: Adaptado de Laferrière e colaboradores (2008)36 

 

 

1.1.2  Fisiopatologia da Síndrome da Dor Regional Complexa 

 

Três principais vias fisiopatológicas são relacionadas ao desenvolvimento da 

SDRC: mecanismos inflamatórios, disfunção vasomotora e neuroplasticidade sensorial12. 

As alterações iniciam a partir da inflamação promovida pelo trauma inicial e a ativação 

da resposta imunológica, essa fase é caracterizada por ser de curta duração (horas ou dias), 

designada a reconhecer e remover o agente lesivo, recrutar leucócitos, eliminar debris 

celulares, regular a resposta inflamatória e reparar o tecido37.  

A dor é provocada por lesão dos tecidos, onde poderá haver sangramento e, 

portanto, anóxia do tecido pelos vasos que se romperam. As próprias células do tecido 

lesionado também liberam substâncias como a bradicinina, as PGs e as prostaciclinas, 

que são rapidamente liberadas e modulam o processo inflamatório, incluindo a 

vasodilatação, o aumento da permeabilidade vascular e o extravasamento plasmático32,38. 
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Quando o tecido é lesado por isquemia e reperfusão há um considerável aumento 

na liberação de espécies reativas de oxigênio e ativação de células residentes, 

principalmente macrófagos, que aumentam a sinalização de citocinas como a IL-6, IL-1β 

e o TNF e contribuem para a inflamação neurogênica. Esses mediadores são 

característicos do quadro inicial da SDRC do tipo I, os quais induzem e regulam a resposta 

inflamatória12. 

Há relatos na literatura de que o TNF está aumentado na pele de pacientes que 

desenvolveram a SDRC, persistindo por meses após o trauma39. Também, foi 

demonstrada a expressão sistêmica elevada de citocinas pró-inflamatórias (TNF e IL-2) 

e redução da expressão de citocinas anti-inflamatórias (IL-4 e IL-10) no soro, plasma e 

líquido cefalorraquidiano de pacientes acometidos15,40-42. Ainda, um estudo comparou os 

níveis de citocinas no líquido de bolhas de sucção induzidas artificialmente, nos membros 

afetados e contralaterais de sujeitos com a SDRC-I, com uma duração média de doença 

entre 2,75 ± 1,25 anos, encontrando níveis aumentados do antagonista do receptor de 

interleucina-1 (IL-1ra), IL-6, IL-8, TNF, IL-12, proteína quimioatrativa de monócitos-1 

(MCP-1) e proteína inflamatória macrofágica-1β (MIP-1β) na extremidade superior 

afetada35. Esses mediadores inflamatórios promovem o recrutamento de leucócitos para 

o local da lesão. Com o aumento do fluxo sanguíneo e da permeabilidade vascular os 

leucócitos se marginalizam, rolam pela parede do vaso e se aderem firmemente ao 

endotélio, assim eles transmigram entre as células endoteliais para o tecido lesionado, em 

direção ao estímulo quimiotático37.  

O sinal mais visível durante a iniciação da inflamação neurogênica na SDRC-I 

é a disfunção vasomotora, onde a temperatura do membro afetado é inconstante e há 

extravasamento de plasma provocando edema e dor, que é desencadeada pela ativação de 

nociceptores cutâneos e provoca a despolarização retrógrada do neurônio, causando a 

liberação de substância P e CGRP43. Junto ao extravasamento plasmático e a liberação de 

substância P e CGRP, os queratinócitos e outras células residentes no tecido são 

estimulados e expressam citocinas pró-inflamatórias como: IL-2, TNF, Interferon gama 

(IFN-γ), IL-6, IL-1, e IL-8, assim como, diminuem a síntese de citocinas anti-

inflamatórias como a IL-4, a IL-10 e o TGF1β12,14,15,42,44. Eicosanoides como a PGE2 e 

PGD2 também são liberados pelas próprias células do tecido, e aumentam a 

permeabilidade vascular32. Esses mediadores, juntamente com fator de crescimento do 

nervo (NGF) podem excitar os nociceptores e levar a sensibilização periférica, assim 
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como auxiliam a liberação de mais neuropeptídeos inflamatórios dos neurônios aferentes 

primários, contribuindo para a geração do edema e da dor12,45,46. 

A subsequente formação de mediadores durante o progresso da doença e a 

interação de células envolvidas no processo inflamatório, contribuem para o complexo 

mecanismo no qual a microcirculação é afetada.  Há três padrões distintos nas alterações 

de temperatura: no primeiro, aquele que ocorre com menos de seis meses de duração, o 

membro lesionado fica quente e a perfusão cutânea é maior que no membro contralateral; 

no segundo, a temperatura é mais quente ou mais fria e a perfusão pode ser maior ou 

menor, dependendo da atividade simpática; e no terceiro, aquele que ocorre nos casos 

com mais de seis meses de duração, o membro lesionado fica frio e a sua temperatura e 

perfusão ficam menores que no membro contralateral. Essa termorregulação é 

provavelmente causada por mudanças funcionas da medula espinal, tronco encefálico ou 

cérebro, que são desencadeadas pelo trauma inicial. Também, há estudos que mostram 

que as extremidades quentes ou frias estão relacionadas com uma alta expressão local de 

mediadores vasoconstritores ou vasodilatadores, resultando em diminuição ou aumento 

do fluxo sanguíneo na pele32,47. 

A neuroplasticidade sensorial mal adaptada que leva ao estado de dor 

neuropática se inicia juntamente com o processo inflamatório, devido às fibras 

nociceptivas que se ativam e se sensibilizam pela liberação dos diversos mediadores 

inflamatórios citados anteriormente. Essa sensibilização periférica faz com que até 

mesmo estímulos leves disparem a abertura de diferentes canais iônicos nos neurônios, 

gerando potenciais de ação que serão conduzidos ao SNC e interpretados como dor nas 

áreas suprasegmentares38. 

O fenômeno da neuroplasticidade ocorre quando o SNC se adapta à novas 

experiências, ocorrendo mudanças funcionais e estruturais, em pacientes com dor 

persistente, como a que ocorre na SDRC, ocorre uma mudança na conectividade em 

diferentes áreas do cérebro, em particular, entre o córtex pré-frontal medial e o córtex 

insular48. A intensa neuroinflamação também induz ativação glial (micróglia e astrócitos) 

e perda neuronal na medula espinal, mostrando que a sinalização de SP e CGRP pelas 

fibras C aferentes auxiliam a ativação da neuroglia. Essa ativação, juntamente com a 

expressão de mediadores inflamatórios, contribuem para a manutenção da sensibilização 

central49. 
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Um evento da sensibilização central é a ativação e regulação sustentada e intensa 

dos receptores glutamatérgicos, responsáveis pela a transmissão do sinal nociceptivo da 

medula espinal até o córtex somatossensorial. Este mecanismo pode causar dor crônica, 

com sintomas de hiperalgesia, alodinia, dor em locais não lesionados (hiperalgesia 

secundária) e consequente prejuízo da função motora (distonia). Esses sintomas surgem 

como uma característica da plasticidade neuronal mal adaptada12.  

Coderre e colaboradores (2004)50 perceberam que a SDRC geralmente é 

consequência do dano tecidual por isquemia e reperfusão, que também produz desvio 

arteriovenoso, conhecido por contribuir para a contratura isquêmica e síndrome 

compartimental no choque traumático ou torniquete. Neste contexto, eles desenvolveram 

um modelo animal de DPIC em ratos, para mimetizar os sinais e sintomas da SDRC em 

humanos, e assim, compreendessem o mecanismo molecular envolvido na geração da dor 

inflamatória e neuropática. 

O modelo animal de SDRC em ratos, desenvolvido por Coderre e colaboradores 

(2004)50, foi posteriormente adaptado e reproduzido por Millecamps e colaboradores 

(2010)51 em camundongos. Neste último, o animal é anestesiado, colocado um anel 

elástico de borracha no tornozelo para realizar o torniquete por um período de três horas, 

e em seguida o anel é cortado para ocorrer uma intensa reperfusão sanguínea da pata, 

como está demonstrado na figura 2. 

O modelo de DPIC mimetiza a fisiopatologia da SDRC em pacientes com 

membros afetados frios, com aumento da vasoconstrição microvascular, hipóxia tecidual, 

acidose metabólica, tudo isso contribuindo para o edema e o aumento da temperatura da 

pata, que é observado por muitas horas, e também para a  alodinia e hiperalgesia mecânica 

e térmica, que podem persistir por até 4 semanas52. Há evidências de um aumento na 

infiltração de macrófagos e neutrófilos no tecido lesionado 48 horas após a lesão, e 

consequente aumento de citocinas inflamatórias e produtos do estresse oxidativo na pele 

e músculo da pata lesionada, tudo isso contribuindo para perpetuar a sensibilização 

nociceptiva36,53-55. 
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Figura 2 – Estágios do modelo de DPIC em camundongos. 

Legenda: Fotografias representando a realização do modelo de DPIC em camundongos. Fotografia da pata 

traseira antes da realização do torniquete (A). Durante o torniquete, a pele fica fria e cianótica pela hipóxia 

do tecido (B). Logo após a reperfusão (5 minutos), a pata fica quente, cheia de sangue e com edema, 

refletindo em intensa hiperemia (C). Quatro dias após a reperfusão, o edema e a hiperemia ainda estão 

presentes, e a pata aparenta aspecto seco e brilhante (D). 

Fonte: Reproduzido de Bratti (2011)56. 

 

 

Outros modelos animais foram desenvolvidos para o estudo da SDRC de 

diferentes etiologias. Como dito anteriormente, a fratura de membros é a principal causa 

da SDRC, nesse sentido Birklein e colaboradores (2014)  utilizaram o modelo de fratura 

da tíbia57 em roedores para estudar os mecanismos fisiopatológicos da SDRC13. A fratura 

da tíbia gera inflamação no local da lesão, com liberação de neuropeptídios, citocinas 

inflamatórias e do TGF-β pelos queratinócitos, que são responsáveis pelos sinais e 

sintomas como dor, edema, calor e mudanças tróficas, representando a SDRC na fase 

inicial. Esse modelo também ativa a neuroglia espinal e aumenta a liberação dos 

neuropeptídios e expressão de citocinas na medula espinal, assim como, induz 

plasticidade estrutural dos dendritos, e induz imunidade adaptativa pela produção de 

anticorpos IgM pelos linfócitos B. Por outro lado, esse modelo mimetiza a SDRC somente 

nos seus estágios iniciais49. 

Outro modelo relatado na literatura é a lesão do nervo isquiático utilizando a 

picada de uma agulha. Nesse modelo os animais desenvolvem hiperalgesia mecânica, 

porém os sintomas inflamatórios são menores que no modelo de fratura da tíbia e de 
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isquemia e reperfusão58. Outros modelos animais como o da ligadura do nervo espinal, 

imobilização articular do joelho, trauma de tecidos moles com perfusão do sobrenadante 

do tecido muscular ou infusão intra-arterial de doadores de radicais livres são raramente 

utilizados49,59-61. 

Os modelos experimentais, como os citados acima, apresentam limitações 

experimentais, sendo assim, é improvável que repliquem inteiramente as transições 

temporais dos mecanismos biológicos que suportam todos sinais e sintomas no contexto 

clínico da SDRC. Porém, em relação às mudanças nociceptivas, inflamatórias e tróficas 

após a lesão, os modelos animais mimetizam os sinais e sintomas observados em humanos 

e nos dão a oportunidade de investigar a fase inicial da fisiopatologia da SDRC pós-

traumática49. 

 

1.1.3 A fase pró-resolutiva da inflamação e o papel do ômega-3 

 

Para que o tecido retorne à sua homeostase e função após a resposta inflamatória 

aguda em decorrência de um trauma tecidual, a resolução do processo inflamatório 

precisa ocorrer, e o tráfego de leucócitos para o local inflamado é considerado o gatilho 

inicial para o processo de resolução62.  

Nessa fase inicial do processo inflamatório, mediadores lipídicos como PGs, 

juntamente com citocinas, quimiocinas e proteínas do complemento estimulam a 

quimiotaxia de células sanguíneas para o tecido lesionado. O tipo de leucócito infiltrado 

varia com o decurso da resposta inflamatória e com o gradiente de mediadores locais. A 

função desses leucócitos é de remover o agente lesivo e debris celulares, e também 

produzir mediadores que amplificam a resposta inflamatória e que recrutam e ativam mais 

leucócitos37. 

O processo pró-resolutivo é diferente do anti-inflamatório, a fase de resolução 

da inflamação é coordenada por diferentes vias bioquímicas que produzem diversos 

mediadores lipídicos com características pró-resolutivas, dentre eles os derivados do 

AA63. Esses mediadores limitam a infiltração de neutrófilos o que regula a liberação de 

citocinas pró-inflamatórias e quimiocinas. Inicia-se a apoptose dos neutrófilos e a 

subsequente eferocitose por macrófagos. Os macrófagos da fase de resolução alteram o 

seu fenótipo de pró-inflamatório (M1) para anti-inflamatório (M2), e após a fagocitose de 

neutrófilos e debris celulares retornam para a circulação linfática ou sanguínea. 
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Finalmente, a vasodilatação e a permeabilidade vascular são revertidas, levando a 

restauração do tecido inflamado à sua função fisiológica normal37,64. 

Os macrófagos existem em estado de equilíbrio dinâmico com o ambiente 

lesionado e se tornam protagonistas no processo de resolução. De uma maneira geral, 

essas células exacerbam ou reparam a lesão, dependendo dos sinais do ambiente 

lesionado65. Os macrófagos podem ser classificados em dois subconjuntos com fenótipos 

moleculares e funções efetoras distintos. O ambiente pró-inflamatório inicial promove a 

diferenciação dos macrófagos M1 “classicamente ativados”, essas células promovem a 

produção de metabólitos oxidativos (óxido nítrico e superóxido) e citocinas pró-

inflamatórias, que são essenciais para a defesa do hospedeiro, mas podem causar dano 

colateral para a saúde do tecido inflamado64. Além do mais, eles expressam altos níveis 

do complexo de histocompatibilidade principal classe II (MHCII), do marcador CD86, 

entre outros da mesma classe, bem como, expressam a enzima óxido nítrico sintase 2 

(NOS2, também conhecida por iNOS) que é ativada para produzir óxido nítrico (NO)66,67. 

Por outro lado, macrófagos ativados na presença de citocinas anti-inflamatórias 

se diferenciam em um fenótipo M2, chamados de “alternativamente ativados”. Eles 

podem ser subdivididos especificamente em M2a, M2b, M2c e M2d, baseados nos seus 

perfis de expressão gênica68,69. Os macrófagos M2a são ativados por IL-4, IL-13 ou 

infecções por fungos ou helmintos. Os macrófagos M2b são ativados por ligantes do 

receptor de IL-1, complexos imunes e lipopolisacarídeos. Os macrófagos M2c são 

ativados por IL-10, TGF-β e glicocorticoides. E por fim o tipo M2d, que é ativado por 

IL-6 e adenosina. Os macrófagos do fenótipo M2 expressam diversos marcadores, como 

por exemplo: MHCII, arginase-1, algumas quimiocinas como CD163, CD86, CD200R, 

CD206, entre outros69,70. 

Os macrófagos que apresentam o fenótipo M2 são conhecidos, na sua maioria, 

por promoverem angiogênese e remodelação da matriz extracelular, suprimindo a 

resposta imunológica65,71. Durante a fase de resolução da inflamação, após a apoptose dos 

neutrófilos, os macrófagos interrompem a produção de mediadores pró-inflamatórios 

como o TNF, a IL-1β e a IL-6, e começam a liberar substâncias anti-inflamatórias como 

a IL-10, o TGF-β e a IL-1ra64.  Se o processo de mudança de fenótipo destes macrófagos 

não ocorrer, levará a falha da resolução da inflamação, o que pode gerar inflamação 

tecidual persistente19. Além disso, um desequilíbrio entre os fenótipos M1 e M2 está 

relacionado ao desenvolvimento de dor neuropática72,73. 
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A interação celular no foco inflamatório pode promover a biossíntese de um 

grupo especializado de mediadores lipídicos, com função anti-inflamatória e pró-

resolutiva, sintetizados pela ação sequencial das lipoxigenases e de outras enzimas40. Em 

estudos com exsudatos da fase resolutiva, foram descobertos bioativos derivados de 

ácidos graxos essenciais, mais especificamente sintetizados a partir do EPA e do DHA, 

chamados de resolvinas, maresinas e protectinas, que são agonistas com funções de 

estimular a resolução da inflamação (como demonstrado na figura 3). Estudos com 

humanos e camundongos já demonstraram que as ações desses produtos incluem o 

influxo limitado de neutrófilos in vivo e a redução da transmigração de neutrófilos, ou 

seja, limitam a infiltração dessas células no tecido lesionado. Também estimulam a 

eferocitose pelos macrófagos (clearance de debris celulares e células apoptóticas) e a 

contra-regulação de citocinas como o TNF24,62,74. 

O ômega-3 (EPA e DHA) tem sido estudado por conter propriedade anti-

inflamatória, através do qual compete com o AA, reduzindo os eicosanoides pró-

inflamatórios62, como será explicado no próximo tópico.  

 

 

Figura 3 – Ação anti-inflamatória e pró-resolutiva dos mediadores pró-resolutivos. 

Legenda: Processo anti-inflamatório e pró-resolutivo envolvendo mediadores lipídicos pro-resolução.  

Fonte: Adaptado de Serhan, et al. (2008)75 

 

 

1.1.4 Os ácidos graxos poli-insaturados e a cascata do ácido araquidônico 
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Os PUFAs são nomeados identificando o número de duplas ligações e a sua 

posição contada do terminal metil da cadeia. Dentre os mais conhecidos PUFAs, está o 

ômega-6 ou ácido linoleico, este pode ser dessaturado com a inserção de uma dupla 

ligação para formar o ácido araquidônico76. Usando as mesmas enzimas que metabolizam 

o ácido linoleico, o ácido α-linolênico é convertido em EPA, e este EPA será convertido 

e produzirá o DHA (figura 4)76. A ligação entre os ácidos graxos e a inflamação está 

relacionada ao fato de que a família de mediadores inflamatórios eicosanoides é gerada 

do PUFA de 20 carbonos, liberado dos fosfolipídios de membranas de células 

inflamatórias. Essas células contêm grandes proporções de ômega-6 e pequenas 

proporções de ômega-3 (principalmente EPA)76. Desta forma, o AA é o principal 

substrato da síntese desses eicosanoides, dentre os quais se destacam as PGs, TXs e LTs. 

Existem duas classes de enzimas responsáveis pela metabolização do AA: as 

cicloxigenases (COXs) e as lipoxigenases (LOXs) (figura 5). As COXs se apresentam 

com duas isoformas: a COX-1, que é constitutiva e apresenta papel na manutenção da 

integridade do epitélio da mucosa do estômago e do intestino; e a COX-2, que é 

principalmente induzida, tendo sua expressão aumentada por estímulos inflamatórios, 

ambas dão origem às PGs da série 2 (predominantemente COX-2) e TXs18. 

Figura 4 – Estrutura e metabolismo do ômega-6 e 3. 

Legenda: Na figura vemos o ácido linoleico dessaturando até formar ácido araquidônico. 

E o ácido α-linolênico se dessaturando para formar o EPA e em seguida em DHA. 

Fonte: Adaptado de Calder (2005)76. 
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As enzimas LOXs atuam em processos de sinalização celular, alterações 

estruturais e patológicas e no metabolismo dos ácidos graxos. São identificadas três 

principais isoformas, a 15-LOX, a 5-LOX e a 12-LOX. Destaca-se a 5-LOX que produz 

os LTs que apresentam importante papel no processo inflamatório, dentre eles, o LTB4 

(produzido por neutrófilos, monócitos e macrófagos) apresenta funções como o aumento 

da permeabilidade vascular, a quimiotaxia de leucócitos, a liberação de enzimas 

lisossomais, aumento na produção de espécies reativas de oxigênio (EROs) e a produção 

de citocinas pró-inflamatórias, como o TNF, a IL-1β e a IL-677,78,79. 

 

 

Figura 5 – A visão atual das ações anti-inflamatórias dos PUFAs: EPA e DHA. 

Legenda: A figura mostra que o ácido araquidônico pode formar as COX e as LOX, e estas produzem os 

eicosanoides, tanto com efeitos pró-inflamatórios (a maioria), quanto anti-inflamatórios. A imagem mostra 

que quando há EPA e DHA disponível na célula, haverá menos AA para formação de eicosanoides, e haverá 

produção das resolvinas, que possuem papeis anti-inflamatórios. STOP: Quando a ação é bloqueada.  

Fonte: Adaptado de Calder (2005)76. 

 

As PGs são formadas em células específicas, por exemplo, monócitos e 

macrófagos produzem grandes quantidades de PGE2 e PGF2; neutrófilos produzem 

moderadamente PGE2 e o mastócito produz PGD2. Dentre as PGs, se destaca a PGE2, que 

possui efeitos pró-inflamatórios, incluído a febre, aumento da permeabilidade do vaso e 

vasodilatação, aumento da dor e edema causados por outros agentes como a histamina e 

a bradicinina76. 
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Por outro lado, estudos demonstraram efeitos anti-inflamatórios da PGE2, sendo 

que esta inibe a 5-LOX, consequentemente diminui os leucotrienos, e induz a 15-LOX, 

que é responsável por formar a lipoxina, que é conhecida por seus efeitos anti-

inflamatórios e pró-resolutivos80,81. O aumento do consumo de óleo de peixe, rico em 

PUFAs EPA e DHA, resulta no aumento da proporção desses ácidos graxos em 

fosfolipídios de células inflamatórias, parcialmente as custas do AA. Assim, haverá 

menos substrato para a síntese de eicosanoides derivados do AA18. 

Vários mediadores lipídicos enzimaticamente oxigenados derivados do PUFA 

ômega-3, como o EPA e DHA foram identificados recentemente com uma função 

especializada de mediadores pró-resolutivos. Esses mediadores são chamados de 

resolvinas, protectinas e maresinas, e são potentes anti-inflamatórios, protetores do 

tecido, e tem funções de estimular a resolução da inflamação20. As resolvinas podem 

derivar tanto do EPA quanto do DHA, já as maresinas e protectinas são produzidas através 

do DHA como ilustrado nas figuras 6 e 782. 

Os mediadores lipídicos pró-resolutivos (do inglês, specialized pro-resolving 

mediators, SPMs) são produzidos em quantidades e tempos diferentes, alguns deles 

aparecem em fases mais iniciais da inflamação, outros no pico da inflamação aguda, 

alguns em fases mais tardias, e alguns em quantidades elevadas do início ao fim do 

processo inflamatório. Os SPMs agem em diferentes receptores acoplados à proteína G, 

presentes em células imunes e endoteliais, como ilustrado nas figuras 6 e 7, como o 

receptor de chemerina 23 (Chem23), o receptor 1 do Leucotrieno B (BLT1), o receptor 

32 acoplado à proteína G (GPR32), o receptor da lipoxina derivada da aspirina/receptor 

2 do peptídeo N-formil (ALX/FPR2) e o receptor 18 acoplado à proteína G (GPR18)82.  

O termo resolvina, produto da interação da fase de resolução, foi introduzido por 

significar que as novas estruturas são mediadores endógenos, de ação local, que possuem 

potentes propriedades anti-inflamatórias e imunorregulatórias. Ao nível celular, isso 

inclui a redução da infiltração de neutrófilos, regulação do eixo citocina-quimiocina e 

regulação da liberação de EROs, assim como diminuição da magnitude da resposta 

inflamatória83.  

As resolvinas derivam do EPA e do DHA com duas formas estruturais 

quimicamente únicas: as resolvinas da série E (derivadas do EPA) e as resolvinas da série 

D (derivadas do DHA). A resolvina E1, reduz a inflamação in vivo e bloqueia a migração 

transendotelial de neutrófilos em humanos. Ela é produzida por indivíduos saudáveis e 
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pode estar aumentada no plasma de indivíduos que consomem o EPA e/ou aspirina24. A 

resolvina E2 reduz a infiltração de neutrófilos, exibindo ações anti-inflamatórias potentes. 

Essa resolvina pode contribuir para as ações benéficas que foram atribuídas aos PUFAs 

ômega-3 em doenças humanas, como inflamação da pele, peritonite, doença periodontal 

e colite83. 

 

Figura 6 – Metabolismo de SPMs derivados do EPA e seus respectivos receptores. 

Legenda: A figura nos mostra o metabolismo das resolvinas da série E a partir do EPA, o qual é acetilado 

pela COX-2 ou pelo citocromo P450, o produto 18 (R)-HpEPE é acetilado pela 5-LOX derivada de 

neutrófilos, que será convertido em resolvinas da série E, o qual agirá ativando o receptor Chem23 e 

antagonizando o BLT1, o qual teria ações pró-inflamatórias por mais do LTB4. 
Fonte: Adaptado de Leuti, et al. (2019)82 

 

Além das ações destacadas anteriormente, o estudo de Xu e colaboradores (2010)84 

demonstrou que a resolvina E1 e a resolvina D1, administradas por via periférica 

(intraplantar) e por via central (intratecal), podem inibir a hiperalgesia mecânica e 

térmica, assim como diminuir a infiltração de neutrófilos, o edema da pata e a expressão 

de citocinas pró-inflamatórias, em modelos animais de dor inflamatória induzidos por 

formalina, carragenina e adjuvante completo de Freund (CFA). Esse estudo mostra que 

as resolvinas podem ser utilizadas como analgésicos para o tratamento da dor 
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inflamatória, por exemplo, na artrite reumatóide84. Além do mais, as resolvinas da série 

D têm habilidade de regular estados redox celulares e teciduais, limitando ou suprimindo 

o estresse oxidativo82.  

Já foi demonstrado que a resolvina D1 pode reduzir a liberação de IL-1β mediada 

por EROs85, além do mais, ela diminui a morte de macrófagos causadas pelas EROs 

devido ao excesso de eferocitose86. A resolvina D2, se mostrou importante na diminuição 

do influxo de neutrófilos, agindo no tônus de capilares e na adesão de leucócitos, 

modulando a atividade da óxido nítrico sintase endotelial (eNOS) e níveis locais de NO87.  

Apesar da diversidade de tratamentos disponíveis para doenças de caráter 

inflamatório como a SDRC, nenhum deles são totalmente eficazes e seguros, pois não 

aliviam adequadamente os sintomas e apresentam efeitos colaterais nocivos para os 

pacientes. Sendo assim, escolhemos o tratamento preventivo com ômega-3, por já ter 

demonstrado seu potencial anti-inflamatório e pró-resolutivo, além do mais pode ser 

facilmente prescrito pelos profissionais da saúde e de fácil acesso para os pacientes como 

um tratamento complementar para a SDRC. 

 

 

Figura 7 - Metabolismo dos SPMs derivados do DHA e seus respectivos receptores. 

Legenda: A figura nos mostra esquematicamente o DHA sendo acetilado pela enzima 15-LOX para formar 

o 17 (S)-HpDHA, que em seguida será acetilado pela enzima 5-LOX para formar as protectinas, ou pelas 

5/15-LOX para formar resolvinas da série D (RvD1, RvD2, RvD3, RvD4, RvD5 e RvD6), que terão suas 

ações em seus respectivos receptores. Por outro lado, o DHA pode ser convertido em maresinas, em 

macrófagos, através das ações das 12/15-LOX. 

Fonte: Adaptado de Leuti, et al. (2019)82 
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2 OBJETIVOS 

 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar o efeito imunomodulatório da suplementação de ômega-3 no processo 

inflamatório em um modelo animal de DPIC. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

Avaliar o efeito da suplementação com ômega-3 sobre o edema da pata de 

camundongos com DPIC. 

Verificar o efeito da suplementação com ômega-3 sobre as concentrações de 

citocinas: TGF-β, IL-4, IL-10, TNF e MCP-1 no músculo e pele da pata de camundongos 

submetidos ao modelo de DPIC. 

Avaliar o efeito da suplementação com ômega-3 sobre o fenótipo de macrófagos 

(M1 e M2), no músculo da pata de camundongos submetidos ao modelo de DPIC. 
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3 MÉTODOS 

 

 

3.1 TIPO DE ESTUDO 

 

 Este estudo possui natureza experimental pré-clínica. 

 

3.2 MATERIAL E EQUIPAMENTOS 

 

 Os materiais e equipamentos utilizados serão listados a seguir, com seus 

respectivos fabricantes e locais de origem. Fish Oil/Ômega-3 (Natural Quanta, Orlando-

FL, EUA). Óleo de milho (Liza, Mairinque-SP, Brasil). Micrômetro digital universal 

(Insize, Loganville, Georgia, EUA). Seringa para gavagem (Bonther Equipamentos para 

Ensino e Pesquisa, Ribeirão Preto, São Paulo, Brasil). Tiopental (Cristália, São Paulo, 

Brasil). Cetamina (Vetnil, São Paulo, Brasil). Xilazina (Ceva, São Paulo, Brasil). 

Isoflurano (Isoforine®, Cristália Prod. Quím. Farm. Ltda., São Paulo, SP, Brasil). Anéis 

elásticos (Elástico Ligadura 000-1237 Uniden, São Paulo, Brasil). Balança de alta 

precisão (Shimadzu Corporation, Japão). Para os Ensaios de Imunoabsorção Enzimática 

(ELISA) foi utilizado: Tween® 20, fenilmetilsulfonilfluoreto (PMSF), ácido etileno-

diamino-tetra-acético (EDTA), aprotinina, cloreto de benzetônio e albumina de soro 

bovino (BSA) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), Kits de ELISA para camundongos 

(Invitrogen/Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA) e Leitor de placas (Perlong 

DNM-9602, Nanjing Perlove Medical Equipment Co, Nanjing, China). Para o Western 

Blotting foi utilizado: Tampão de lise RIPA, Ortovanadato de sódio, PMSF, Coquetel de 

inibidores de proteases e tampão Laemmli (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), 

membrana de PVDF (Invitrogen/Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA), 

anticorpo monoclonal Rabbit anti-iNOS/NOS 2 (NBP1-33780, Novus Biologicals, 

Centennial, CO, EUA), anticorpo monoclonal Rabbit anti-Arginase-1 (93668S, Cell 

Signaling Technology, Danvers, MA, EUA), anticorpo monoclonal Mouse anti-CD86 

(ab213044, Abcan, Cambridge, MA, EUA), Solução de Ponceau S (Ponceau S solution, 

P7170, Sigma-Aldrich, MO, EUA), kit de quimiluminescência (ECL; Invitrogen/Thermo 

Fisher Scientific, Rockford, IL, EUA), fotodocumentador e software de aquisição das 

imagens (iBright Imaging Systems, iBright Analysis Software, Invitrogen/Thermo Fisher 
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Scientific, Waltham, MA, EUA). Para as análises estatísticas será utilizado o software 

GraphPad Prism (GraphPad Software, La Jolla, CA, EUA). 

 

3.3 ANIMAIS 

 

Os experimentos foram conduzidos usando camundongos Swiss fêmeas (40-50 

g, ± dois meses), obtidos do Biotério Central da Universidade Federal de Santa Catarina 

(UFSC) – os quais foram mantidos no biotério do Laboratório de Neurociência 

Experimental (LaNEx) da Universidade do Sul de Santa Catarina – UNISUL, em caixas 

de polipropileno (49 x 34 x 16 cm), com grades de aço inox. Foram mantidos 10 animais 

por caixa distribuídos aleatóriamente, os quais permaneceram em ambientes climatizados 

a 22±2 °C, no ciclo 12h-claro/12h-escuro (claro a partir das 06h), com livre acesso a ração 

e água. Os animais foram randomizados aleatoriamente e distribuídos entre os grupos e 

foram aclimatizados no laboratório por pelo menos 1h antes dos testes comportamentais. 

Os experimentos foram realizados de acordo com o guia de cuidados de animais de 

laboratório e guia ético para investigações experimentais da dor em animais conscientes88. 

O número de animais utilizados e a intensidade dos estímulos nocivos foram o mínimo 

necessário para demonstrar o efeito dos tratamentos. 

 Foram utilizados os seguintes grupos experimentais: (1) Salina/Sham, animais 

suplementados apenas com salina (NaCl 0,9 %) durante 30 dias e posteriormente, 

submetidos à anestesia por 3 horas, sem realização do modelo de DPIC. (2) Salina/DPIC, 

animais suplementados com salina (NaCl 0,9 %) e posteriormente, submetidos ao modelo 

de DPIC. (3) Óleo de Milho/DPIC, animais suplementados apenas com óleo de milho 

(1.500 mg/Kg), utilizado como controle da suplementação. (4) Ômega-3/DPIC, animais 

que foram suplementados com 1.500 mg/Kg de ômega-3 e posteriormente, submetidos 

ao modelo de DPIC. 

 

3.3.1 Critérios de Exclusão 

 

 Para refinamento do modelo experimental, redução do sofrimento dos animais, 

como também manutenção do bem-estar animal, foi aplicada uma escala para verificação 

de sinais de estresse e dor, seguindo as diretrizes de Hawkins et al. (2011)89. Desta forma, 

se o animal apresentou sinais de dor severa, trauma por automutilação, vocalização sem 



34 

 

ser estimulado ou vocalização ao ser estimulado (associado aos demais sinais clínicos), 

eles foram excluídos do estudo, aplicando-se a eutanásia de forma apropriada e eficaz. 

Ainda, utilizamos os seguintes parâmetros ou sinais de exclusão para a 

determinação de continuidade do uso do animal: apatia, sinais de infecção sistêmica 

(letargia, postura encurvada, aumento da frequência respiratória), aparecimento de crises 

convulsivas, inconformidades motoras, incapacidade de se mover dentro da caixa 

moradia, imobilidade mesmo ao ser estimulado, incapacidade de ingerir água e alimento, 

mesmo tendo acesso a esses recursos, 20% de perda de peso comparado ao início do 

experimento ou desidratação (perda de turgor da pele após pinçamento) por mais de 48h89. 

 

3.3.2 Cálculo amostral 

 

O número de animais por grupo foi definido de acordo com a equação para a 

determinação de uma amostra sem reposição. Para tal, foi utilizada a fórmula. Sendo que, 

o valor de alfa foi fixado em 0,05 e o valor de z alfa baseado na tabela de valores de z 

para distribuição bicaudal de 1,96. O valor de beta foi determinado em 0,10 e o valor de 

z beta baseado na tabela de valor de z para distribuição unicaudal de 1,2890.  

Foi estabelecido o mínimo de 40% como valor de diferença entre as médias dos 

grupos, baseado em dados experimentais do LaNEx. Levou-se em consideração ainda que 

experimentos biológicos possuem margem de erro entre 10 a 15% procedentes de 

variações individuais, erros no procedimento anestésico e/ou cirúrgico, dentre outras 

variáveis. Além disso, diferenças menores que 20% entre médias de dois grupos podem 

aumentar a ocorrência de erros tipo I ou II90. Dessa forma, estabelecido o valor do desvio 

padrão em 35% do valor das médias, aplicando na fórmula citada, obtém-se: n = (((1,96 

+ 1,28) * 35) / 40) 2 = 8,0. Conclui-se que serão necessários, no mínimo, 8 animais em 

cada grupo experimental90. 

Em decorrência dos critérios de exclusão estabelecidos fixou-se uma perda total 

de 30%. Sendo assim, para cada grupo de 8 animais necessários para os experimentos, 

foram submetidos ao modelo experimental de isquemia e reperfusão 11 animais. 
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3.4 DELINEAMENTO DO ESTUDO 

 

 Como ilustrado na figura 8, na condução deste estudo foi realizada uma 

avaliação basal para avaliar a espessura da pata através do micrômetro. A partir disso foi 

realizada a suplementação diária dos animais por via intragástrica (i.g) com ômega-3 

(dose 1.500 mg/Kg), óleo de millho (1.500 mg/Kg) ou salina (NaCl 0,9%) por 30 dias. A 

avaliação da espessura da pata para mensurar o edema foi realizada diariamente, até o 4º 

dia após a indução do modelo. Esses animais foram submetidos à eutanásia no 15º dia 

após a indução da lesão para o ELISA. Num outro grupo experimental que passou pelo 

mesmo protoloco de suplementação com ômega-3, 48 horas após a indução do modelo 

de DPIC os camundongos foram anestesiados e eutanasiados para a retirada das amostras 

para as análises bioquímicas de ELISA e Western Blotting (WB). 

 

3.5 ENSAIOS/TESTES/TÉCNICAS 

 

3.5.1 Indução do modelo animal de DPIC 

 

 A indução do modelo animal de DPIC, que mimetiza em animais a SDRC do 

tipo I, foi feita por meio da geração de isquemia e posterior reperfusão da pata dos 

animais. Este procedimento leva ao quadro de hiperalgesia mecânica, conforme descrito 

anteriormente para ratos50 e adaptado para camundongos51. Para isso, os camundongos 

foram anestesiados com uma injeção intraperitoneal (i.p) de tiopental (80 mg/Kg). Após 

a verificação do estado de inconsciência do animal foi iniciado o procedimento. Este 

consistiu no posicionamento de um anel de elástico de 1,2 mm de diâmetro proximal à 

articulação do tornozelo direito, da pata traseira do animal, de modo a fazer um torniquete.  

 O animal foi mantido anestesiado com o torniquete durante três horas, em 

seguida, o anel elástico foi cortado permitindo a reperfusão da pata. Naqueles animais 

que retornaram da anestesia antes das três horas foram administrados reforços anestésicos 

com tiopental (20% do volume inicial, na mesma dose). 
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Figura 8 – Desenho experimental. 

Legenda: A figura mostra o desenho experimental com realização da suplementação crônica de ômega-3 

por 30 dias e em seguida uma avaliação basal da espessura da pata através do micrômetro antes do 

procedimento de isquemia e reperfusão, posteriormente foi realizada a indução do modelo animal de DPIC 

e, os tratamentos com ômega-3 continuaram diariamente até o 4º dia após a indução do modelo, onde foram 

realizadas avaliações diárias da espessura da pata, e após 15 dias foi realizada a retirada de estruturas para 

o ensaio bioquímico de ELISA. Ainda, num segundo experimento, os animais receberam o mesmo 

protocolo de suplementação previamente a indução do modelo animal de DPIC e suplementados até 2 dias 

(48 horas) após a indução do modelo, onde foram realizadas retiradas de estruturas para os ensaios 

bioquímicos de ELISA e Western Blotting. A linha do tempo está expressa em dias; DPIC, Dor Pós 

Isquemia Crônica; ω3, ômega-3; MIA, Morte Indolor Assistida; WB, Western Blotting e ELISA, Ensaio 

de Imunoabsorção Ligado à Enzima. 

 

  

3.5.2 Tratamento com ômega-3 e óleo de milho 

 

 O tratamento com óleo de peixe ômega-3 e óleo de milho (dose de 1.500 mg/Kg 

por via i.g) foi realizado durante 30 dias antes da indução da DPIC, e após a indução da 

DPIC, foi administrado por mais 4 dias para a avaliação da espessura da pata, e até o 15º 

dia, onde foi realizado a morte indolor assistida (MIA) e a coleta das amostras para o 

ELISA. Num outro experimento com o mesmo protocolo de suplementação pré-indução 

da DPIC, os animais foram tratados até 48 horas após a indução do modelo, quando foi 

realizada a MIA para a retirada das estruturas para o ELISA e WB. O ômega-3 foi retirado 

da cápsula original (1.000 mg, contendo 400 mg de EPA e 300 mg de DHA) com o auxílio 

de seringa e foi imediatamente administrado. Assim como o óleo de milho foi retirado de 

sua embalagem original e foi imediatamente administrado. 
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3.5.3 Avaliação da espessura da pata 

 

O edema de pata foi avaliado por meio da medida da espessura da porção média 

da pata posterior direita dos animais, utilizando-se um micrômetro digital. Para a 

mensuração o aparelho foi posicionado entre o dorso e a porção plantar da pata91. As 

avaliações foram realizadas antes do início da suplementação, um dia antes da indução 

do modelo de DPIC e diariamente até o 4° dia após a IR, detalhadas na figura 5. Os 

resultados foram expressos em micrômetros (µm), com o valor da espessura total da pata.  

 

 

3.5.4 Ensaios bioquímicos 

 

 Decorridos os 30 dias de suplementação com ômega-3 ou veículo, 48 horas e 15 

dias após a indução do modelo de DPIC, os camundongos foram anestesiados (1-2 % de 

isoflurano a 100% de oxigênio) e a MIA foi realizada por decapitação para a dissecação 

da pele e músculo, separadamente, da pata posterior direita, para a realização dos ensaios 

bioquímicos descritos a seguir. Após a dissecação as amostras foram imediatamente 

congeladas em nitrogênio líquido e estocadas em freezer -80 °C até a realização das 

análises.  

 

3.5.4.1 Ensaio de Imunoabsorção Enzimática 

 

O ELISA foi realizado para a análise de citocinas do processo inflamatório. As 

amostras foram homogeneizadas em tampão fosfato (PBS) contendo: Tween® 20 

(0,05%), PMSF (0,1 mM), EDTA (10 mM), aprotinina (2 ng/ml) e cloreto de benzetônio 

(0,1 mM). Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 6000 ×g por 15 minutos (4 

ºC) e o sobrenadante foram coletado e estocado a -80 °C, para as futuras análises. O 

conteúdo proteico total do sobrenadante foi mensurado pelo método de Bradford, 

utilizando uma curva padrão de calibração com BSA (0,05 a 0,5 mg/mL). Alíquotas de 

100 μl foram utilizadas para mensurar as concentrações das citocinas: IL-4, IL-10, TGF-

β1, MCP-1 e TNF por meio de kits de ELISA para camundongos de acordo com 

instruções do fabricante. As concentrações das citocinas foram mensurados pela 

interpolação de uma curva padrão de 7 pontos, por mensuração colorimétrica a 450 nm 
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(corrigidas pela subtração da leitura a 550 nm) em um espectrofotômetro de placas e, os 

valores foram expressos em pg de citocina/mg de proteína, como descrito resumidamente 

no trabalho de Belmonte e Colaboradores (2018)92. 

 

3.5.4.2 Western Blotting 

 

 O ensaio de Western Blotting foi utilizado para a quantificação do 

imunoconteúdo das proteínas: NOS2 e CD86, para marcação de macrófagos M1 e 

Arginase-1, para marcação de macrófagos M2. As amostras foram pulverizadas e 

incubadas em tampão de lise RIPA [composto por Nonidet P-40 1%, deoxicolato de sódio 

0,5%, SDS 0,1% e PBS], acrescido de ortovanadato de sódio 100 mM, PMSF 100 mM e 

coquetel de inibidores de proteases 1% e, em seguida, incubados em gelo por 30 minutos. 

Após centrifugação a 6000 ×g por 20 minutos (4°C) o sobrenadante foi recolhido, 

separado e armazenado e freezer -80 °C. O conteúdo proteico foi mensurado pelo método 

de Bradford, utilizando uma curva padrão de calibração com BSA (0,05 a 0,5 mg/mL). 

Alíquotas de proteína total (50 μg) foram fervidas a 95°C por 5 minutos em 25% do 

volume em tampão Laemmli (fosfato de sódio 1M pH 7,0, 10% Docecil Sulfato de Sódio 

(SDS), 10% β-mercaptoetanol, 50% glicerol, 0,1% azul de bromofenol).  

 As amostras foram submetidas à eletroforese em gel de poliacrilamida a 8%. 

Após a eletroforese, as proteínas foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose 

em voltagem constante de 90 V por 2 h. Depois de uma hora de bloqueio com 5% de leite 

desnatado (Molico) as membranas foram lavadas e incubadas com solução Ponceau S 

para a detecção das proteínas transferidas. Essa marcação foi capturada por leitura 

colorimétrica em um fotodocumentador e utilizada como controle de carga de proteína. 

Após a lavagem para remover a coloração com Ponceau S as membranas foram incubadas 

overnight (4°C) com os anticorpos primários: Rabbit anti-iNOS; Mouse anti-CD86 ou 

Rabbit anti-Arginase-1. Depois de lavadas em tampão salina tris com Tween® 20 (TBS-

T) (137 mM NaCl e 20 mM Tris HCl + 0,1% Tween® 20, pH 7,6) as membranas foram 

incubadas com o anticorpo secundário apropriado, conjugado à peroxidase em 

temperatura ambiente por uma hora. Após esse período, uma nova lavagem de 30 minutos 

com TBS-T foi realizada seguida pela exposição das membranas, durante 1 minuto, ao 

kit de quimiluminescência (ECL) e revelação através de um fotodocumentador. As 

análises quantitativas das bandas foram realizadas por densitometria pelo programa 

Image Studio Lite. Os valores foram expressos graficamente como unidades arbitrárias 
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em relação ao controle (Salina/Sham), conforme descrito resumidamente no trabalho de 

Mazzardo-Martins (2018)93. 

 

3.6 VARIÁVEIS DE ESTUDO 

 

 As variáveis de estudo, dependentes e independentes, estão especificadas no 

quadro 1. 

 

Quadro 1- Variáveis de estudo. 

Variáveis Tipo Natureza Proposta de utilização 

Modelo animal de 

DPIC 
Independente 

Qualitativa 

nominal 

Induzido o modelo (DPIC) 

ou não induzido (Sham) 

Tratamentos com 

ômega-3, óleo de 

milho ou salina 

Independente 
Qualitativa 

nominal 
Tratado ou não tratado 

Níveis de citocinas 

(TGF-β; IL-4; IL-

10; TNF; MCP-1). 

Dependente 
Quantitativo 

contínuo 

Média e desvio padrão (pg 

de citocina/mg de 

proteína) 

Imunoconteúdo de 

NOS2, CD86 (M1), 

Arginase-1 (M2) 

Dependente 
Quantitativo 

contínuo 

Média e desvio padrão/ 

(unidades arbitrárias) 

Espessura da pata Dependente 
Quantitativa 

contínua 

Média e desvio padrão 

(espessura da pata em µm) 

 

 

3.7 PROCESSAMENTO E ANÁLISE DOS DADOS 

 

 Os resultados foram analisados no programa Graph Pad Prism na versão 6.0 (La 

Jolla, Califórnia, EUA). Foi avaliado a distribuição dos dados por meio do teste de 

Shapiro – Wilk e considerados paramétricos. Desta forma, os resultados foram 

apresentados como média ± desvio padrão (DP). Os dados da medida da espessura da 

pata foram comparados usando análise de variância (ANOVA) duas vias, seguido pelo 

teste de Bonferroni. Para os resultados bioquímicos utilizamos o teste t de Student não 

pareado. Em todas as análises, valores de P menores que 0,05 foram considerados 

estatisticamente significativos. 
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3.8 ASPECTOS ÉTICOS DA PESQUISA 

 

Todos os procedimentos com animais foram realizados após a aprovação do 

projeto pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) da UNISUL (protocolo nº 

18.050.4.01.IV). Os experimentos foram realizados conforme o guia de cuidados de 

animais de laboratório e guia ético para investigações experimentais da dor em animais 

conscientes88, e estavam de acordo com os princípios éticos estabelecidos pelo Colégio 

Brasileiro de Experimentação Animal (COBEA) descritos na Diretriz Brasileira para o 

Cuidado e a Utilização de Animais para fins científicos e didáticos (DBCA)94. A MIA foi 

realizada sob anestesia com isoflurano (2-3% a 100% de oxigênio) e com a supervisão de 

médico veterinário responsável de acordo com a resolução 1000, 12/05/2012 – Conselho 

Federal de Medicina Veterinária.
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4 ARTIGO CIENTÍFICO 

 

 

 A seguir está inserido o artigo científico fruto dessa dissertação de Mestrado, 

que foi submetido para a revista científica Inflammation (Springer Nature) com fator de 

impacto de 2.939 (B1 Med II). 
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RESUMO 

A Síndrome da Dor Regional Complexa (SDRC) apresenta como sintomas principais dor crônica e edema, 

é normalmente desencadeada por um trauma ou processo cirúrgico e se estabelece após um intenso processo 

inflamatório gerado pela lesão. O Ômega-3, um óleo de peixe rico em ácido eicosapentaenoico (EPA) e 

ácido docosaexaenoico (DHA), é conhecido pelas suas propriedades imunomodulatórias, anti-inflamatórias 

mailto:francianebobinski@hotmail.com
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e pró-resolutivas. Assim, o objetivo do estudo foi verificar o efeito da suplementação com ômega 3 no 

edema das patas e o seu efeito imunomodulatório na interleucina (IL)-4, IL-10, fator de crescimento do 

transformador-β1 (TGF-β1), proteína quimiotática de monócito-1 (MCP-1) e fator de necrose tumoral 

(TNF) na pele e no músculo da pata, e nos fenótipos de macrófagos (M1 e M2) no músculo da pata de 

camundongos submetidos ao modelo Dor Pós Isquemia Crônica (DPIC), que mimetiza a SDRC em 

humanos. Sugere-se que o ômega-3 tem função imunomodulatória pois foi capaz de reduzir o edema das 

patas, assim como foi capaz de regular as concentrações de citocinas anti-inflamatórias e pró-resolutivas, 

tais como IL-4 e IL-10.  

 

Palavras-chave: Ômega-3; PUFAs; Síndrome da Dor Regional Complexa; Edema; Citocinas. 

 

ABSTRACT 

 

The Complex Regional Pain Syndrome (CRPS) presents as main symptoms chronic pain and edema, it is 

usually triggered by a trauma or surgical process and establishes itself after an intense inflammatory process 

generated by the injury. Omega-3, a fish oil rich in eicosapentaenoic acid (EPA) and docosaexaenoic acid 

(DHA), is known for its immunomodulatory, anti-inflammatory and pro-resolutive properties. Thus, the 

objective of the study was to verify the effect of omega-3 supplementation on paw edema and its 

immunomodulatory effect on interleukin (IL)-4, IL-10, transformer growth factor-β1 (TGF-β1), monocyte-

1 chemotactic protein (MCP-1) and tumor necrosis factor (TNF) in the skin and paw muscle, and on 

macrophage phenotypes (M1 and M2) in the paw muscle of mice subjected to the Chronic Post-Ischemia 

Pain (CPIP) model, which mimics CRPS in humans. It is suggested that omega-3 has immunomodulatory 

function because it was able to reduce paw edema, as well as it was able to regulate concentrations of anti-

inflammatory and pro-resolutive cytokines such as IL-4 and IL-10.  

 

Key-words: Omega-3; PUFAs; Complex Regional Pain Syndrome; Edema; Cytokines.  
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5 CONSIDERAÇÕES FINAIS  

 

O presente trabalho demonstrou que a suplementação com ômega-3 tem efeito 

anti-edematogênico, pois foi promoveu uma diminuição do edema da pata dos animais 

submetidos à DPIC. Também demonstrou um possível efeito pró-resolutivo e anti-

inflamatório por aumentar IL-4 no músculo da pata nas 48 horas após DPIC. A IL-10 se 

apresentou diminuída na pele nas 48 horas após a indução do modelo, porém aumentou 

no músculo nos 15 dias após DPIC nos animais suplementados com ômega-3. Por outro 

lado, a suplementação com ômega-3 não alterou os níveis de TGF-β1.  

Em relação às citocinas pró-inflamatórias a suplementação com ômega-3 

promoveu uma tendência em diminuir o TNF no músculo, porém não foi estatisticamente 

significativo. A MCP-1 estava aumentada em todos os grupos submetidos ao modelo e a 

suplementação com ômega-3 não alterou esses níveis, que permaneceram elevados. 

No segundo dia após a DPIC a suplementação preventiva com ômega-3 não foi 

capaz de alterar os marcadores de macrófagos M1 e M2, apesar de a lesão induzir uma 

redução de macrófagos do fenótipo M2. Por outro lado, 15 dias após DPIC ocorreu 

aumento dos níveis de IL-10 no músculo. 

Em conjunto, nossos resultados demonstram um consistente efeito 

imunomodulatório da suplementação preventiva do ômega-3 em um modelo animal de 

SDRC-I. Os achados do presente estudo ampliam e corroboram os dados da literatura 

demonstrando a ação anti-edematogênica e a regulação positiva de citocinas anti-

inflamatórias importantes como a IL-4 precocemente, e a IL-10 tardiamente após a 

suplementação com ômega-3. 

O presente trabalho trouxe resultados inéditos para a literatura e demonstrou que 

a suplementação preventiva com ômega-3 pode ser utilizada para a prevenção do curso 

patológico de inúmeras doenças inflamatórias, como a SDRC. O ômega-3 é encontrado 

no mercado por um valor relativamente barato e pode ser facilmente prescrito por 

profissionais da saúde.  
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ANEXO A – PARECER DA COMISSÃO DE ÉTICA NO USO DE ANIMAIS DA 

UNISUL 
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