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RESUMO

Introducédo: A Sindrome da Dor Regional Complexa (SDRC) € conhecida por apresentar
manifestacdes clinicas autonémicas, sensoriais, motoras e troficas, desencadeada por um
trauma ou processo cirargico, e se estabelece apds um processo inflamatorio seguido de
uma lesdo. Apresenta um aumento de citocinas pro-inflamatdrias, e uma diminuicéo das
citocinas anti-inflamatérias e pré-resolutivas. O ©6mega-3, rico em &cido
eicosapentaenoico (EPA) e &cido docosaexaenoico (DHA), é conhecido por suas
propriedades anti-inflamatorias e pro-resolutivas. Sendo assim, o objetivo desse trabalho
foi verificar o efeito da suplementagédo preventiva com émega-3 no edema da pata, nas
concentragdes da interleucina (IL)-4, IL-10, fator de crescimento transformador (-1
(TGF-B1), fator de necrose tumoral (TNF) e proteina quimioatrativa de mondcitos 1
(MCP-1) na pele e muasculo da pata e, por fim, no imunocontetdo de NOS 2 e CD86
(macrofagos M1) e Arginase-1 (macréfagos M2) no musculo de camundongos
submetidos ao modelo de Dor Pos-Isquemia Crbnica (DPIC). Metodologia:
Camundongos Swiss fémeas foram divididos em 4 grupos: (1) Salina/Sham; (2)
Salina/DPIC; (3) Oleo de milho/DPIC e (4) Omega-3/DPIC. Foi realizada a
suplementacdo com salina (0,9 %), 6leo de milho (1.500 mg/Kg) ou 6mega-3 (1.500
mg/Kg) por 30 dias preventivamente e, posteriormente conforme os dois protocolos
experimentais, até o 2° ou 15° dias apds a DPIC. O modelo de DPIC foi realizado pela
aplicacdo de um torniquete na pata posterior direita dos camundongos, induzindo um
processo de isquemia e reperfusdo. A avaliacdo da espessura da pata foi utilizada para o
acompanhamento do edema até 96 horas ap6s a lesdo. ELISA foi utilizado para
mensuracdo das citocinas pro- e anti-inflamatorias e o ensaio de Western Blotting para a
imunomarcacao de NOS 2 e CD86 e Arginase-1. Resultados: O dmega-3 diminuiu o
edema da pata dos animais lesionados, aumentou as concentracdes de IL-4 no musculo
apos 48 horas, e ainda, aumentou as concentracOes de IL-10, 15 dias apo6s a DPIC. O
O0mega-3 ndo alterou as concentracdes de MCP-1, TNF e TGF-$1,48 horas apds a DPIC,
assim como, ndo alterou os niveis de NOS 2, CD86 e Arginase-1. Conclusdo: Os
resultados demonstram um consistente efeito imunomodulatério da suplementagdo

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

Descritores: Omega-3; PUFAs; Sindrome 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 p-1 (TGF-B1), 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 0il/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-B1.48 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 INTRODUCAO

A Sindrome da Dor Regional Complexa (SDRC) é uma patologia que causa
grave déficit funcional, caracterizada pela presenca de dor cronica e debilitante. A SDRC
surge apOs um trauma ou um processo cirargico em um membro e se estabelece apos o
processo inflamatorio desencadeado pela lesdo. E conhecida por apresentar manifestacdes
clinicas autondmicas, sensoriais, motoras e troficas, e geralmente envolve uma
extremidade ou regido do corpo 2.

A SDRC é dividida em dois tipos: SDRC do tipo I, que surge ap6s um trauma
tecidual em que inicialmente ndo ha dano de nervo, e a SDRC do tipo Il, onde é
identificado dano de nervo (causalgia). No entanto, esta diferenca é controversa, porque
a fratura Gssea ou a cirurgia lesionardo as fibras nervosas periféricas, mas por convencao,
a SDRC pds-fratura e pos-cirdrgica € quase sempre classificada como SDRC do tipo I.
Além disso, estudos patolégicos em pacientes com a SDRC, que tiveram membros
amputados e posteriormente foram realizadas biopsias da pele, mostraram degeneracdo
de fibras nervosas de pequeno diametro, do tipo C e A8**.

Nos pacientes com SDRC, a dor regional é o sintoma mais importante, ela
aumenta durante os movimentos e quando ha mudancas de temperatura no membro
afetado. Também héa alteracbes vasomotoras e sudomotoras. Os sujeitos acometidos
apresentam edema, alteracbes na motricidade e modificacdes troficas nos tecidos
acometidos. Alguns pacientes manifestam os membros quentes ou frios, alodinia,
hiperalgesia, excesso de suor, e mudancas na aparéncia da pele e unhas®®.

Aincidéncia da SDRC é maior em mulheres com idade entre 40-60 anos, e afeta
principalmente os membros inferiores®. A principal causa é devido a fraturas nas partes
distais dos membros’®. A incidéncia da SDRC ap6s uma fratura é estimada em 1-2%,
sendo que 19% dos casos acontecem no pos-operatorio®®. Num estudo conduzido nos
Estados Unidos, Sandroni e colaboradores (2003)® mostraram uma incidéncia anual de
5,5 para cada 100.000 pessoas em risco, com uma prevaléncia anual de 20,6 por 100.000
pessoas. Em outro estudo conduzido na Noruega, foi encontrado uma incidéncia de 26,2
por 100.000 pessoas por ano’.

Em relagdo ao progndstico, um estudo longitudinal mostrou que durante o
primeiro ano apos o desenvolvimento da SDRC, 70% dos pacientes tiveram melhora
principalmente na funcionalidade do membro lesionado e nos sintomas visiveis (edema,

cor da pele e transpiracdo). Entretanto, 25% dos pacientes continuaram inclusos no
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diagndstico da SDRC, e apenas 5% estavam sem queixas*®*. Outro estudo mostrou que
fatores psicologicos podem influenciar o prognéstico da SDRC, como o medo
relacionado a dor e ao dano tecidual, a ansiedade, o estresse ou a depressdo*!,

A inflamacéo pos-traumatica, a disfuncdo vasomotora e a plasticidade neuronal
é 0 que caracteriza a fisiopatologia da SDRC'. Logo apés a lesdo tecidual, ocorre a
resposta imune inata na pele e tecido subcutaneo. Em alguns modelos animais como o0s
de fratura ou isquemia e reperfusdo, logo no primeiro dia apds a lesdo, além das células
imunologicas, os queratindcitos 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 sensibilizacdo dos nociceptores e neurdnios periféricos. Esses neurdnios
sintetizam e liberam neuropeptideos, tanto perifericamente quanto no seu terminal
central, (substancia P [SP] e o peptideo relacionado ao gene da calcitonina [CGRP]) que
sdo alguns dos mediadores responsaveis pelos sinais da inflamac&o*®.

No soro de pacientes com SDRC do tipo I, as concentracdes de receptores
soliveis do TNF (STNFR) e as citocinas pro-inflamatérias: TNF, IL-1 e IL-8 estdo
aumentadas, enquanto citocinas anti-inflamatérias, como a IL-4, IL-10 e o fator de
crescimento transformador-p (TGF-P) estdo diminuidas'**°. Durante o curso da doenga e
sua cronificacdo, a maioria dos sinais da inflamacdo cessa, mostrando mudancas na
fisiopatologia. O proximo passo € a plasticidade neuronal do sistema nervoso central
(SNC), que também € induzida pela inflamagdo ou desenvolvida em paralelo, e é
responsavel pela manutencéo da dor cronica neuropatica’®.

Apesar dos diversos estudos experimentais e clinicos realizados na area, até o
presente momento ndo existe um tratamento estabelecido e totalmente eficaz para a
SDRC, tanto do tipo I quanto do tipo 11®17. Os tratamentos utilizados incluem o uso de
medicamentos como anti-inflamatorios (na fase aguda), antidepressivos e opioides; e
terapias como a fisioterapia, a terapia ocupacional, a psicoterapia e a socioterapia®®. Uma
vez que as terapias atualmente disponiveis ndo aliviam adequadamente a dor em todos 0s
pacientes, e os efeitos colaterais dos tratamentos medicamentosos frequentemente
limitam o seu uso, permanece a necessidade de desenvolver novas abordagens para que
se estabeleca um tratamento efetivo, seguro e até mesmo preventivo, frente ao
prognostico que SDRC apresenta, devido a sua fisiopatologia multifacetaria.

O O6mega-3 e seus derivados sdo conhecidos pelas suas propriedades pro-

resolutivas e anti-inflamatérias!®2°, funcBes que beneficiariam os pacientes na prevencio
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do desenvolvimento, ou mesmo no tratamento, da SDRC. Os mais abundantes &cidos
graxos séo os insaturados, sendo que um deles é o0 &cido graxo 6mega-6 ou &cido linoleico.
Este pode ser dessaturado com a inser¢do de uma dupla ligacdo para formar o cido a-
linolénico, também conhecido como o &cido graxo poli-insaturado (PUFA), 6mega-3. A
mesma enzima que faz a dessaturacéo o 6mega-6, converte o acido a-linolénico em acido
eicosapentaenoico (EPA) e depois este em acido docosaexaenoico (DHA),

Sabe-se também que o dmega-3 da origem a uma familia de mediadores
denominados resolvinas, que derivam tanto do EPA, quanto do DHA, e estes possuem
intensa propriedade anti-inflamatoria'®, sio protetores do tecido, e tem funcdes de
estimular a resolucéo da inflamag&o?°. Estudos clinicos vém demonstrando que o EPA e
o DHA modulam a sintese de citocinas pro-inflamatérias como a IL-6, a interleucina-1
beta (IL-1B) e o TNF em doencas inflamatérias. Além disso, tém se mostrado efetivo em
amenizar os efeitos da inflamacdo, incluindo a quimiotaxia de leucocitos, a expressdo de
moléculas de adesdo no endotélio, e a producédo de eicosanoides como as prostaglandinas
(PGs), os tromboxanos (TXs) e os leucotrienos (LTs), que sdo derivados do acido
araquidonico (AA)®21.22,

Muitos estudos sugerem que a suplementacdo de dmega-3 tem efeitos benéficos
em patologias humanas e modelos animais. Alguns desses efeitos incluem potencial
antitrombético, imunorregulatério, e respostas anti-inflamatorias relevantes em doencas
como arteriosclerose, artrite, asma, periodontite, assim como, efeitos antitumoral e
antimetastase?®. Ainda, um estudo demonstrou que o 6mega-3 modula a transmissdo da
dor inflamatéria regulando a transmissdo do sinal nociceptivo no corno posterior da
medula espinal®*%. Além da modulagio da funcio imune periférica, o0 6mega-3 também
tem acdo central. O DHA, derivado do 6mega-3 é o PUFA mais encontrado no encéfalo
e contribui para regular a sinalizacéo e a funcdo da microglia, a célula imunolégica efetora
do SNC, principalmente no contexto de neuroinflamacéo e do comportamento?62728,

Pacientes com a dieta rica em acido graxo 6mega-3 S0 menos propensos a
desenvolver processos neurodegenerativos ou funcionais, e perda cognitiva na progressao
de doencas neurodegenerativas®®. Por outro lado, individuos com a cognicdo normal
também sdo beneficiados com a suplementacdo de 6mega-3. J& foi demonstrado que a
suplementacéo esta positivamente associada com um volume médio maior do hipocampo,

cortex cingulado e das areas orbitofrontais?®.
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As doencas inflamatorias, como a SDRC, tém reduzido a qualidade de vida dos
individuos acometidos e onerado o sistema de saude e de seguridade social. O paciente
com um quadro de doenga inflamatoria apresenta, na maioria das vezes, uma dor cronica
incapacitante que faz com que ele se afaste do trabalho, da vida social, e deixe de lado as
atividades fisicas e atividades basicas do dia-a-dia. Todo este quadro gera um prejuizo
tanto para o paciente quanto para a economia do pais, visto que ha uma alta incidéncia e
prevaléncia de doencas inflamatdrias cronicas®.

Ao mesmo tempo em que podemos visualizar um crescente nimero de pesquisas
cientificas relacionadas ao tema, muitas perguntas e davidas sobre o processo
fisiopatoldgico da sindrome 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 pos-isquemia cronica (DPIC), a
suplementacdo prévia com émega-3 teria efeitos benéficos sobre a regulacao do sistema

imunoldgico durante o processo inflamatorio?

1.1 REFERENCIAL TEORICO

1.1.1 Sindrome da Dor Regional Complexa

Umas das primeiras publicacdes sobre a SDRC foi feita por Mitchell em 1864,
que a denominou como causalgia. Essa denominacgéo sofreu varias mudancas devido as
novas descobertas sobre sua patogenia®l. Em 1994, a Associacdo Internacional para o
Estudo da Dor (IASP) introduziu o termo SDRC3. O termo descreve que ha uma variedade
de condicBes dolorosas regionais apds uma lesdo, nas quais, a magnitude e duragdo
excedem o esperado e mostram uma progressao variavel com o tempo®2. Esta sindrome é
conhecida por apresentar dor neuropatica e alteracfes autonémicas, motoras e troficas,
afetando uma ou mais extremidades do corpo. Estas complicacgdes clinicas caracteristicas
da SDRC surgem guase sempre apds um traumatismo ou processo cirurgico, geralmente
resultante de isquemia e reperfusdo tecidual®*3. Embora a sua causa ainda no esteja
totalmente elucidada, alguns estudos apontam uma possivel predisposicdo genética®*8.

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

alodinia (estimulos, geralmente ndo dolorosos, que provocam dor) e hiperalgesia
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(estimulos dolorosos que provocam sensacOes dolorosas mais intensas que o habitual),
edema ou sudorese, mudancas na cor e temperatura da pele, fraqueza, tremores e reducéo
da amplitude de movimento. Sendo assim, ela prejudica a préatica de algumas atividades
diarias por causar prejuizos na fungio motora e sensorial®. Fatores psicolégicos também
estdo associados aos sintomas da SDRC, o estudo de Bean e colaboradores (2015)**
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
acompanhamento®®,

Atualmente o diagnoéstico € baseado nos sintomas e sinais clinicos, sendo que
varios métodos foram desenvolvidos, incluindo o critério de Budapeste, o critério de
Veldmann e o critério da IASP®. Estes critérios incluem os principais sintomas
apresentados pelos individuos com SDRC: alteragcGes sensoriais de alodinia ou
hiperalgesia, alteracfes vasomotoras de temperatura e coloracdo da pele, presenca de
edema (figura 1) ou suor, alteraces motoras e troficas como diminuicdo da amplitude de
movimento, fraqueza e tremores?2,

A doencga pode ser dividida em quatro estagios, sendo eles: estagio I, definido
como a fase quente e hipertrofica; estagio 1, definido como a fase intermediaria; estagio
I11, definido como a fase fria ou cronica inicial; e o estagio 1V, definido como a fase
cronica, onde aparecem os sinais troficos, a distonia e pode definir a estabilizacdo da

doenca ou sua cura®.
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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 hiperémico, edematoso, que representa a fase quente e
hipertréfica do estagio | da sindrome. No painel C notamos uma pele seca, cian6tica, como na fase fria da
SDRC que ocorre no estégio Ill.

Fonte: Adaptado de Laferriére e colaboradores (2008)%¢

1.1.2  Fisiopatologia da Sindrome da Dor Regional Complexa

Trés principais vias fisiopatoldgicas sdo relacionadas ao desenvolvimento da
SDRC: mecanismos inflamatdrios, disfuncdo vasomotora e neuroplasticidade sensorial*2,
As alteracOes iniciam a partir da inflamag&o promovida pelo trauma inicial e a ativagéo
da resposta imunoldgica, essa fase é caracterizada por ser de curta duracdo (horas ou dias),
designada a reconhecer e remover o agente lesivo, recrutar leucdcitos, eliminar debris
celulares, regular a resposta inflamatoria e reparar o tecido®’.

A dor é provocada por lesdo dos tecidos, onde podera haver sangramento e,
portanto, andxia do tecido pelos vasos que se romperam. As proprias células do tecido
lesionado também liberam substancias como a bradicinina, as PGs e as prostaciclinas,
que sao rapidamente liberadas e modulam o processo inflamatdrio, incluindo a

vasodilatagio, 0 aumento da permeabilidade vascular e o extravasamento plasmatico®2%,
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Quando o tecido é lesado por isquemia e reperfusdo ha um consideravel aumento
na liberacdo de espécies reativas de oxigénio e ativacdo de células residentes,
principalmente macréfagos, que aumentam a sinalizaco de citocinas como a IL-6, IL-13
e 0 TNF e contribuem para a inflamacdo neurogénica. Esses mediadores s&o
caracteristicos do quadro inicial da SDRC do tipo I, os quais induzem e regulam a resposta
inflamatoria®?,

H4 relatos na literatura de que o TNF estd aumentado na pele de pacientes que
desenvolveram a SDRC, persistindo por meses apds o trauma®®. Também, foi
demonstrada a expressao sistémica elevada de citocinas pro-inflamatérias (TNF e 1L-2)
e reducdo da expressdo de citocinas anti-inflamatdérias (IL-4 e 1L-10) no soro, plasma e
liquido cefalorraquidiano de pacientes acometidos!®>##2, Ainda, um estudo comparou os
niveis de citocinas no liquido de bolhas de sucgdo induzidas artificialmente, nos membros
afetados e contralaterais de sujeitos com a SDRC-1, com uma duracdo média de doenca
entre 2,75 £ 1,25 anos, encontrando niveis aumentados do antagonista do receptor de
interleucina-1 (IL-1ra), IL-6, IL-8, TNF, IL-12, proteina quimioatrativa de mondcitos-1
(MCP-1) e proteina inflamatéria macrofagica-1p (MIP-1B) na extremidade superior
afetada®. Esses mediadores inflamatdrios promovem o recrutamento de leucécitos para
o local da lesdo. Com o aumento do fluxo sanguineo e da permeabilidade vascular os
leucdcitos 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
direco ao estimulo quimiotatico®’.

O sinal mais visivel durante a iniciacdo da inflamacdo neurogénica na SDRC-I
é a disfuncdo vasomotora, onde a temperatura do membro afetado é inconstante e ha
extravasamento de plasma provocando edema e dor, que é desencadeada pela ativagdo de
nociceptores cutaneos e provoca a despolarizacdo retrograda do neurdnio, causando a
liberacdo de substancia P e CGRP*. Junto ao extravasamento plasmatico e a liberagdo de
substancia P e CGRP, os queratinocitos e outras células residentes no tecido sdo
estimulados e expressam citocinas pro-inflamatorias como: I1L-2, TNF, Interferon gama
(IFN-y), IL-6, IL-1, e IL-8, assim como, diminuem a sintese de citocinas anti-
inflamatorias como a IL-4, a IL-10 e o TGF1p214154244 Ejcosanoides como a PGE2 e
PGD2 também sdo liberados pelas proprias células do tecido, e aumentam a
permeabilidade vascular®?. Esses mediadores, juntamente com fator de crescimento do

nervo (NGF) podem excitar os nociceptores e levar a sensibilizacdo periférica, assim
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como auxiliam a liberacao de mais neuropeptideos inflamatorios dos neurdnios aferentes
primarios, contribuindo para a geracio do edema e da dor*24546,

A subsequente formagdo de mediadores durante o progresso da doenca e a
interacdo de células envolvidas no processo inflamatério, contribuem para o complexo
mecanismo no qual a microcirculacdo € afetada. Ha trés padrdes distintos nas alteracfes
de temperatura: no primeiro, aquele que ocorre com menos de seis meses de duracao, o
membro lesionado fica quente e a perfusdo cutanea é maior que no membro contralateral;
no segundo, a temperatura é mais quente ou mais fria e a perfusdo pode ser maior ou
menor, dependendo da atividade simpatica; e no terceiro, aquele que ocorre nos casos
com mais de seis meses de duracdo, 0 membro lesionado fica frio e a sua temperatura e
perfusdo ficam menores que no membro contralateral. Essa termorregulacdo €
provavelmente causada por mudancas funcionas da medula espinal, tronco enceféalico ou
cérebro, que sdo desencadeadas pelo trauma inicial. Também, ha estudos que mostram
que as extremidades quentes ou frias estdo relacionadas com uma alta expresséo local de
mediadores vasoconstritores ou vasodilatadores, resultando em diminui¢do ou aumento
do fluxo sanguineo na pele324’.

A neuroplasticidade sensorial mal adaptada que leva ao estado de dor
neuropatica se inicia juntamente com o processo inflamatério, devido as fibras
nociceptivas que se ativam e se sensibilizam pela liberagcdo dos diversos mediadores
inflamatorios citados anteriormente. Essa sensibilizacdo periférica faz com que até
mesmo estimulos leves disparem a abertura de diferentes canais idnicos nos neurénios,
gerando potenciais de acdo gque serdo conduzidos ao SNC e interpretados como dor nas
areas suprasegmentares®®,

O fendbmeno da neuroplasticidade ocorre quando o SNC se adapta a novas
experiéncias, ocorrendo mudancas funcionais e estruturais, em pacientes com dor
persistente, como a que ocorre na SDRC, ocorre uma mudanca na conectividade em
diferentes areas do cérebro, em particular, entre o cortex pre-frontal medial e o cortex
insular®®. A intensa neuroinflamac&o também induz ativacao glial (micrdglia e astrocitos)
e perda neuronal na medula espinal, mostrando que a sinalizacdo de SP e CGRP pelas
fibras C aferentes auxiliam a ativagdo da neuroglia. Essa ativagdo, juntamente com a
expressao de mediadores inflamatorios, contribuem para a manutencéo da sensibilizagédo

central®.



21

Um evento da sensibilizacao central é a ativacédo e regulacédo sustentada e intensa
dos receptores glutamatérgicos, responsaveis pela a transmissédo do sinal nociceptivo da
medula espinal até o cortex somatossensorial. Este mecanismo pode causar dor cronica,
com sintomas de hiperalgesia, alodinia, dor em locais ndo lesionados (hiperalgesia
secundaria) e consequente prejuizo da funcdo motora (distonia). Esses sintomas surgem
como uma caracteristica da plasticidade neuronal mal adaptada®?.

Coderre e colaboradores (2004)>° perceberam que a SDRC geralmente é
consequéncia do dano tecidual por isquemia e reperfusdo, que também produz desvio
arteriovenoso, conhecido por contribuir para a contratura isquémica e sindrome
compartimental no choque traumatico 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 geragéo da dor
inflamatdria e neuropaética.

O modelo animal de SDRC em ratos, desenvolvido por Coderre e colaboradores
(2004)%°, foi posteriormente adaptado e reproduzido por Millecamps e colaboradores
(2010)°** em camundongos. Neste ltimo, o animal é anestesiado, colocado um anel
elastico de borracha no tornozelo para realizar o torniquete por um periodo de trés horas,
e em seguida o anel é cortado para ocorrer uma intensa reperfusdo sanguinea da pata,
como esta demonstrado na figura 2.

O modelo de DPIC mimetiza a fisiopatologia da SDRC em pacientes com
membros afetados frios, com aumento da vasoconstri¢do microvascular, hipdxia tecidual,
acidose metabolica, tudo isso contribuindo para o edema e o0 aumento da temperatura da
pata, que é observado por muitas horas, e também para a alodinia e hiperalgesia mecanica
e térmica, que podem persistir por até 4 semanas®. Ha evidéncias de um aumento na
infiltracdo de macrofagos e neutréfilos no tecido lesionado 48 horas apds a lesdo, e
consequente aumento de citocinas inflamatorias e produtos do estresse oxidativo na pele
e musculo da pata lesionada, tudo isso contribuindo para perpetuar a sensibilizagdo

nociceptiva®°3-°,
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Figura 2 — Estagios do modelo de DPIC em camundongos.

Legenda: Fotografias representando a realizagdo do modelo de DPIC em camundongos. Fotografia da pata
traseira antes da realizagdo do torniquete (A). Durante o torniquete, a pele fica fria e cianética pela hipoxia
do tecido (B). Logo apo6s a reperfusdo (5 minutos), a pata fica quente, cheia de sangue e com edema,
refletindo em intensa hiperemia (C). Quatro dias ap6s a reperfusdo, o edema e a hiperemia ainda estao
presentes, e a pata aparenta aspecto seco e brilhante (D).

Fonte: Reproduzido de Bratti (2011)%.

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 tibia®" em roedores para estudar os mecanismos fisiopatoldgicos da SDRC*3, A fratura
da tibia gera inflamacéo no local da lesdo, com liberacdo de neuropeptidios, citocinas
inflamatorias e do TGF-B pelos queratindcitos, que sdo responsaveis pelos sinais e
sintomas como dor, edema, calor e mudancas tréficas, representando a SDRC na fase
inicial. Esse modelo também ativa a neuroglia espinal e aumenta a liberacdo dos
neuropeptidios e expressdo de citocinas na medula espinal, assim como, induz
plasticidade estrutural dos dendritos, e induz imunidade adaptativa pela producdo de
anticorpos IgM pelos linfécitos B. Por outro lado, esse modelo mimetizaa SDRC somente
nos seus estagios iniciais®.

Outro modelo relatado na literatura é a lesdo do nervo isquiatico utilizando a
picada de uma agulha. Nesse modelo os animais desenvolvem hiperalgesia mecénica,

porém os sintomas inflamatérios sdo menores que no modelo de fratura da tibia e de
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isquemia e reperfusdo®®. Outros modelos animais como o da ligadura do nervo espinal,
imobilizacéo articular do joelho, trauma de tecidos moles com perfusdo do sobrenadante
do tecido muscular ou infusdo intra-arterial de doadores de radicais livres sao raramente
utilizados*9>%-1,

Os modelos experimentais, como o0s citados acima, apresentam limitagdes
experimentais, sendo assim, é improvavel que repliqguem inteiramente as transicdes
temporais dos mecanismos bioldgicos que suportam todos sinais e sintomas no contexto
clinico da SDRC. Porém, em relagcdo as mudancas nociceptivas, inflamatérias e troficas
apos a lesdo, os modelos animais mimetizam os sinais e sintomas observados em humanos
e nos dao a oportunidade de investigar a fase inicial da fisiopatologia da SDRC pos-

traumatica®®.

1.1.3 A fase pré-resolutiva da inflamacéo e o papel do 6mega-3

Para que o tecido retorne a sua homeostase e fungdo apds a resposta inflamatéria
aguda em decorréncia de um trauma tecidual, a resolucdo do processo inflamatorio
precisa ocorrer, e o trafego de leucdcitos para o local inflamado é considerado o gatilho
inicial para o processo de resolucao®.

Nessa fase inicial do processo inflamatdrio, mediadores lipidicos como PGs,
juntamente com citocinas, quimiocinas e proteinas do complemento estimulam a
quimiotaxia de células sanguineas para o tecido lesionado. O tipo de leucdcito infiltrado
varia com o decurso da resposta inflamatoria e com o gradiente de mediadores locais. A
funcdo desses leucdcitos € de remover o agente lesivo e debris celulares, e também
produzir mediadores que amplificam a resposta inflamatdria e que recrutam e ativam mais
leucocitos®’.

O processo pro-resolutivo é diferente do anti-inflamatorio, a fase de resolucao
da inflamacdo é coordenada por diferentes vias bioquimicas que produzem diversos
mediadores lipidicos com caracteristicas pro-resolutivas, dentre eles os derivados do
AA®, Esses mediadores limitam a infiltragdo de neutréfilos o que regula a liberagio de
citocinas pré-inflamatorias e quimiocinas. Inicia-se a apoptose dos neutrdfilos e a
subsequente eferocitose por macrofagos. Os macréfagos da fase de resolucéo alteram o
seu fendtipo de pro-inflamatdrio (M1) para anti-inflamatério (M2), e apés a fagocitose de

neutréfilos e debris celulares retornam para a circulacdo linfatica ou sanguinea.
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Finalmente, a vasodilatacdo e a permeabilidade vascular sdo revertidas, levando a
restauracdo do tecido inflamado & sua funcéo fisioldgica normal®"%4,

Os macrofagos existem em estado de equilibrio dindmico com o ambiente
lesionado e se tornam protagonistas no processo de resolugcdo. De uma maneira geral,
essas células exacerbam ou reparam a lesdo, dependendo dos sinais do ambiente
lesionado®. Os macr6fagos podem ser classificados em dois subconjuntos com fendtipos
moleculares e fungdes efetoras distintos. O ambiente pré-inflamatdrio inicial promove a
diferenciacdo dos macrofagos M1 “classicamente ativados”, essas células promovem a
producdo de metabdlitos oxidativos (6xido nitrico e superdxido) e citocinas pro-
inflamatdrias, que sdo essenciais para a defesa do hospedeiro, mas podem causar dano
colateral para a satde do tecido inflamado®. Além do mais, eles expressam altos niveis
do complexo de histocompatibilidade principal classe Il (MHCII), do marcador CD86,
entre outros da mesma classe, bem como, expressam a enzima oxido nitrico sintase 2
(NOS2, também conhecida por iNOS) que € ativada para produzir 6xido nitrico (NO)%&:”.

Por outro lado, macro6fagos ativados na presenca de citocinas anti-inflamatorias
se diferenciam em um fenotipo M2, chamados de “alternativamente ativados”. Eles
podem ser subdivididos especificamente em M2a, M2b, M2c e M2d, baseados nos seus
perfis de expressdo génica®®®. Os macréfagos M2a sio ativados por IL-4, 1L-13 ou
infecgBes por fungos ou helmintos. Os macréfagos M2b sdo ativados por ligantes do
receptor de IL-1, complexos imunes e lipopolisacarideos. Os macréfagos M2c sdo
ativados por IL-10, TGF-B e glicocorticoides. E por fim o tipo M2d, que é ativado por
IL-6 e adenosina. Os macréfagos do fen6tipo M2 expressam diversos marcadores, como
por exemplo: MHCII, arginase-1, algumas quimiocinas como CD163, CD86, CD200R,
CD206, entre outros®® .

Os macrofagos que apresentam o fendtipo M2 sdo conhecidos, na sua maioria,
por promoverem angiogénese e remodelacdo da matriz extracelular, suprimindo a
resposta imunoldgica® L. Durante a fase de resolucio da inflamagc&o, apos a apoptose dos
neutrofilos, os macrofagos interrompem a producdo de mediadores pré-inflamatorios
como o TNF, a IL-1B e a IL-6, e comecam a liberar substancias anti-inflamatorias como
alL-10, 0 TGF-B e a IL-1ra®%. Se o processo de mudanca de fenétipo destes macréfagos
ndo ocorrer, levard a falha da resolucdo da inflamagéo, o que pode gerar inflamacao
tecidual persistente!®. Além disso, um desequilibrio entre os fenétipos M1 e M2 esta

relacionado ao desenvolvimento de dor neuropatica’ ">,
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A interacdo celular no foco inflamatério pode promover a biossintese de um
grupo especializado de mediadores lipidicos, com funcdo anti-inflamatoria e pro-
resolutiva, sintetizados pela acdo sequencial das lipoxigenases e de outras enzimas*®. Em
estudos com exsudatos da fase resolutiva, foram descobertos bioativos derivados de
acidos graxos essenciais, mais especificamente sintetizados a partir do EPA e do DHA,
chamados de resolvinas, maresinas e protectinas, que sdo agonistas com funcdes de
estimular a resolucdo da inflamacdo (como demonstrado na figura 3). Estudos com
humanos e camundongos ja demonstraram que as a¢des desses produtos incluem o
influxo limitado de neutréfilos in vivo e a reducdo da transmigracdo de neutréfilos, ou
seja, limitam a infiltracdo dessas células no tecido lesionado. Também estimulam a
eferocitose pelos macréfagos (clearance de debris celulares e células apoptdticas) e a
contra-regulacdo de citocinas como o TNF246274,

O 6mega-3 (EPA e DHA) tem sido estudado por conter propriedade anti-
inflamatdria, através do qual compete com o AA, reduzindo os eicosanoides pro-

inflamatorios®2, como sera explicado no préximo topico.
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Figura 3 — Acéo anti-inflamatdria e pro-resolutiva dos mediadores pro-resolutivos.

Legenda: Processo anti-inflamatério e pro-resolutivo envolvendo mediadores lipidicos pro-resolucgéo.
Fonte: Adaptado de Serhan, et al. (2008)7

1.1.4 Os &cidos graxos poli-insaturados e a cascata do acido araquidonico
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Os PUFAs sdo nomeados identificando o nimero de duplas ligacbes e a sua
posicdo contada do terminal metil da cadeia. Dentre os mais conhecidos PUFAS, esta 0
O6mega-6 ou acido linoleico, este pode ser dessaturado com a inser¢do de uma dupla
ligacdo para formar o acido araquiddnico’®. Usando as mesmas enzimas que metabolizam
o acido linoleico, o acido a-linolénico é convertido em EPA, e este EPA sera convertido
e produzira o DHA (figura 4)’®. A ligacio entre os &cidos graxos e a inflamacio esta
relacionada ao fato de que a familia de mediadores inflamatdrios eicosanoides é gerada
do PUFA de 20 carbonos, liberado dos fosfolipidios de membranas de células
inflamatdrias. Essas células contém grandes proporcdes de Omega-6 e pequenas
proporcdes de 6mega-3 (principalmente EPA)’®. Desta forma, o AA é o principal
substrato da sintese desses eicosanoides, dentre os quais se destacam as PGs, TXs e LTs.

Existem duas classes de enzimas responsaveis pela metabolizacdo 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 manutencdo da
integridade do epitélio da mucosa do estbmago e do intestino; e a COX-2, que é
principalmente induzida, tendo sua expressdo aumentada por estimulos inflamatorios,
ambas d&o origem as PGs da série 2 (predominantemente COX-2) e TXs*.
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Figura 4 — Estrutura e metabolismo do 6mega-6 e 3.
Legenda: Na figura vemos o &cido linoleico dessaturando até formar acido araquidénico.

E o acido a-linolénico se dessaturando para formar o EPA e em seguida em DHA.
Fonte: Adaptado de Calder (2005)7C.
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As enzimas LOXs atuam em processos de sinalizacdo celular, alteracGes
estruturais e patoldgicas e no metabolismo dos &cidos graxos. S&o identificadas trés
principais isoformas, a 15-LOX, a 5-LOX e a 12-LOX. Destaca-se a 5-LOX que produz
0s LTs que apresentam importante papel no processo inflamatorio, dentre eles, o LTB4
(produzido por neutrofilos, mondcitos e macréfagos) apresenta fungdes como o aumento
da permeabilidade vascular, a quimiotaxia de leucdcitos, a liberacdo de enzimas
lisossomais, aumento na producao de espécies reativas de oxigénio (EROSs) e a producao

de citocinas pro-inflamatorias, como o TNF, a IL-1B e a IL-6"77879,

Acido
Araquidonicoem
DM » fosfolipidios de 4 NFxB
! membrana '
i
i
i FosfolipaseAz I e
i
i 1
' Acido Araqumonlcollvre
; Efeitos
' inflamatérios
E 5 -LOX ) citocinas e.g.
| COX-2
COX-2
COX 2 | !
LT da série 5
Resolvinas da PG e TX da LT da série 4 PG e TXda dR:ssZII‘,II:‘;s
Série D, etc. série 2 | série3

Efeitos pro-  Efeitos anti- Efeitos " Efeitos Efeitos ; ; Efeitos
5 > =2 Efeit -

resolutivos inflamatérios  inflamatérios inflamatérios 5 MENOY: ,ei'of:ﬁsg’s menos

inflamatérios inflamatorios

Figura 5 — A visdo atual das acdes anti-inflamatérias dos PUFAs: EPA e DHA.

Legenda: A figura mostra que o &cido araquiddnico pode formar as COX e as LOX, e estas produzem 0s
eicosanoides, tanto com efeitos pré-inflamatoérios (a maioria), quanto anti-inflamatdrios. A imagem mostra
que quando h&d EPA e DHA disponivel na célula, haverd menos AA para formacdo de eicosanoides, e havera
producéo das resolvinas, que possuem papeis anti-inflamatérios. STOP: Quando a a¢do é bloqueada.
Fonte: Adaptado de Calder (2005)7C.

As PGs sdo formadas em células especificas, por exemplo, mondcitos e
macrofagos produzem grandes quantidades de PGE> e PGF;; neutrofilos produzem
moderadamente PGE> e 0 mastocito produz PGD». Dentre as PGs, se destaca a PGE», que
possui efeitos pro-inflamatorios, incluido a febre, aumento da permeabilidade do vaso e
vasodilatagdo, aumento da dor e edema causados por outros agentes como a histamina e

a bradicinina’®.
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Por outro lado, estudos demonstraram efeitos anti-inflamatérios da PGE>, sendo
que esta inibe a 5-LOX, consequentemente diminui os leucotrienos, e induz a 15-LOX,
que é responsavel por formar a lipoxina, que é conhecida por seus efeitos anti-
inflamatérios e pro-resolutivos®®®!, O aumento do consumo de 6leo de peixe, rico em
PUFAs EPA e DHA, resulta no aumento da proporcdo desses acidos graxos em
fosfolipidios de células inflamatorias, parcialmente as custas do AA. Assim, havera
menos substrato para a sintese de eicosanoides derivados do AA,

Varios mediadores lipidicos enzimaticamente oxigenados derivados do PUFA
O0mega-3, como o EPA e DHA foram identificados recentemente com uma funcéo
especializada de mediadores pré-resolutivos. Esses mediadores sdo chamados de
resolvinas, protectinas e maresinas, e sdo potentes anti-inflamatérios, protetores do
tecido, e tem funcdes de estimular a resolucdo da inflamag&o®. As resolvinas podem
derivar tanto do EPA guanto do DHA, ja as maresinas e protectinas sdo produzidas através
do DHA como ilustrado nas figuras 6 e 7°2.

Os mediadores lipidicos pro-resolutivos (do inglés, specialized pro-resolving
mediators, SPMs) sdo produzidos em quantidades e tempos diferentes, alguns deles
aparecem em fases mais iniciais da inflamacgdo, outros no pico da inflamagdo aguda,
alguns em fases mais tardias, e alguns em quantidades elevadas do inicio ao fim do
processo inflamatério. Os SPMs agem em diferentes receptores acoplados a proteina 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 a proteina G (GPR32), o receptor da lipoxina derivada da aspirina/receptor
2 do peptideo N-formil (ALX/FPR2) e o receptor 18 acoplado a proteina G (GPR18)%2.

O termo resolvina, produto da interacdo da fase de resolucao, foi introduzido por
significar que as novas estruturas sao mediadores endogenos, de acao local, que possuem
potentes propriedades anti-inflamatérias e imunorregulatorias. Ao nivel celular, isso
inclui a reducdo da infiltracdo de neutrdfilos, regulacdo do eixo citocina-quimiocina e
regulacdo da liberacdo de EROs, assim como diminuicdo da magnitude da resposta
inflamatéria®3.

As resolvinas derivam do EPA e do DHA com duas formas estruturais
quimicamente Unicas: as resolvinas da série E (derivadas do EPA) e as resolvinas da série
D (derivadas do DHA). A resolvina E1, reduz a inflamac&o in vivo e bloqueia a migracao

transendotelial de neutrofilos em humanos. Ela é produzida por individuos saudaveis e
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pode estar aumentada no plasma de individuos que consomem o EPA e/ou aspirina®. A
resolvina E2 reduz a infiltracdo de neutréfilos, exibindo acGes anti-inflamatdrias potentes.
Essa resolvina pode contribuir para as aces benéficas que foram atribuidas aos PUFAs
0mega-3 em doencgas humanas, como inflamagéo da pele, peritonite, doenca periodontal
e colite®,
T T e
Acido Eicosapentaenoico (EPA)

lAcetilagﬁo pela COX-2 ou

pelo CYP450
COOH
== o
=
|/ xF
\I
s g

OOH

18 (R)-HpEPE

5-LOX

COOH

RvE1

Wi

ChemR23 BLT1

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
neutréfilos, que sera convertido em resolvinas da série E, o qual agird ativando o receptor Chem23 e
antagonizando o BLT1, o qual teria agdes pro-inflamatdrias por mais do LTBA4.

Fonte: Adaptado de Leuti, et al. (2019)%

Além das acOes destacadas anteriormente, o estudo de Xu e colaboradores (2010)%
demonstrou que a resolvina E1 e a resolvina D1, administradas por via periférica
(intraplantar) e por via central (intratecal), podem inibir a hiperalgesia mecanica e
térmica, assim como diminuir a infiltracdo de neutrofilos, o edema da pata e a expressédo
de citocinas pro-inflamatorias, em modelos animais de dor inflamatoria 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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inflamatoria, por exemplo, na artrite reumat6ide*. Além do mais, as resolvinas da série
D tém habilidade de regular estados redox celulares e teciduais, limitando ou suprimindo
0 estresse oxidativo®,

Jé& foi demonstrado que a resolvina D1 pode reduzir a liberacdo de IL-1B mediada
por EROs®, além do mais, ela diminui a morte de macréfagos causadas pelas EROs
devido ao excesso de eferocitose®®. A resolvina D2, se mostrou importante na diminuicao
do influxo de neutrofilos, agindo no ténus de capilares e na adesdo de leucdcitos,
modulando a atividade da 6xido nitrico sintase endotelial (eNOS) e niveis locais de NO¥'.

Apesar da diversidade de tratamentos disponiveis para doencas de carater
inflamatdrio como a SDRC, nenhum deles sdo totalmente eficazes e seguros, pois nao
aliviam adequadamente os sintomas e apresentam efeitos colaterais nocivos para 0s
pacientes. Sendo assim, escolhemos o tratamento preventivo com 6mega-3, por ja ter
demonstrado seu potencial anti-inflamatério e pré-resolutivo, além do mais pode ser
facilmente prescrito pelos profissionais da satde e de facil acesso para 0s pacientes como

um tratamento complementar para a SDRC.
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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
0 17 (S)-HpDHA, que em seguida sera 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 terdo suas
aclhes em seus respectivos receptores. Por outro lado, o DHA pode ser convertido em maresinas, em
macréfagos, através das agOes das 12/15-LOX.

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

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito imunomodulatorio da suplementacédo de dmega-3 no processo

inflamatério em um modelo animal de DPIC.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar o efeito da suplementacdo com O6mega-3 sobre o edema da pata de
camundongos com DPIC.

Verificar o efeito da suplementacdo com 6mega-3 sobre as concentracdes de
citocinas: TGF-B, IL-4, IL-10, TNF e MCP-1 no musculo e pele da pata de camundongos
submetidos ao modelo de DPIC.

Avaliar o efeito da suplementagdo com 6mega-3 sobre o fen6tipo de macréfagos

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

3.1 TIPO DE ESTUDO

Este estudo possui natureza experimental pré-clinica.

3.2 MATERIAL E EQUIPAMENTOS

Os materiais e equipamentos utilizados serdo listados a seguir, com seus
respectivos fabricantes e locais de origem. Fish Oil/Omega-3 (Natural Quanta, Orlando-
FL, EUA). Oleo de milho (Liza, Mairinque-SP, Brasil). Micrometro digital universal
(Insize, Loganville, Georgia, EUA). Seringa para gavagem (Bonther Equipamentos para
Ensino e Pesquisa, Ribeirdo Preto, Sdo Paulo, Brasil). Tiopental (Cristalia, Sdo Paulo,
Brasil). Cetamina (Vetnil, Sdo Paulo, Brasil). Xilazina (Ceva, Sdo Paulo, Brasil).
Isoflurano (Isoforine®, Cristalia Prod. Quim. Farm. Ltda., S&o Paulo, SP, Brasil). Anéis
elasticos (Elastico Ligadura 000-1237 Uniden, Sdo Paulo, Brasil). Balanca de alta
precisdo (Shimadzu Corporation, Japdo). Para os Ensaios de Imunoabsorcdo Enzimatica
(ELISA) foi utilizado: Tween® 20, fenilmetilsulfonilfluoreto (PMSF), acido etileno-
diamino-tetra-acético (EDTA), aprotinina, cloreto de benzetdnio 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: Tampao de lise RIPA, Ortovanadato de sédio, PMSF, Coquetel de
inibidores de proteases e tampdo Laemmli (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA),
membrana de PVDF (Invitrogen/Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA),
anticorpo monoclonal Rabbit anti-iINOS/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), Solucéo de Ponceau S (Ponceau S solution,
P7170, Sigma-Aldrich, MO, EUA), kit de quimiluminescéncia (ECL; Invitrogen/Thermo
Fisher Scientific, Rockford, IL, EUA), fotodocumentador e software de aquisicdo das

imagens (iBright Imaging Systems, iBright Analysis Software, Invitrogen/Thermo Fisher
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Scientific, Waltham, MA, EUA). Para as analises estatisticas sera utilizado o software
GraphPad Prism (GraphPad Software, La Jolla, CA, EUA).

3.3 ANIMAIS

Os experimentos foram conduzidos usando camundongos Swiss fémeas (40-50
g, + dois meses), obtidos do Biotério Central da Universidade Federal de Santa Catarina
(UFSC) — os quais foram mantidos no biotério do Laboratério de Neurociéncia
Experimental (LaNEX) da Universidade do Sul de Santa Catarina — UNISUL, em caixas
de polipropileno (49 x 34 x 16 cm), com grades de a¢o inox. Foram mantidos 10 animais
por caixa distribuidos aleatériamente, 0s quais permaneceram em ambientes climatizados
a22+2 °C, no ciclo 12h-claro/12h-escuro (claro a partir das 06h), com livre acesso a ragéo
e dgua. Os animais foram randomizados aleatoriamente e distribuidos entre os grupos e
foram aclimatizados no laborato6rio por pelo menos 1h antes dos testes comportamentais.
Os experimentos foram realizados de acordo com o guia de cuidados de animais de
laboratdrio e guia ético para investigagdes experimentais da dor em animais conscientes®,
O nUmero de animais utilizados e a intensidade dos estimulos nocivos foram 0 minimo
necessario 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 a anestesia por 3 horas, sem realizacdo do modelo de DPIC. (2) Salina/DPIC,
animais suplementados com salina (NaCl 0,9 %) e posteriormente, submetidos ao modelo
de DPIC. (3) Oleo de Milho/DPIC, animais suplementados apenas com 6leo de milho
(1.500 mg/Kg), utilizado como controle da suplementagdo. (4) Omega-3/DPIC, animais
que foram suplementados com 1.500 mg/Kg de dmega-3 e posteriormente, submetidos
ao modelo de DPIC.

3.3.1 Critérios de Exclusao

Para refinamento do modelo experimental, reducdo do sofrimento dos animais,
como também manutencao do bem-estar animal, foi aplicada uma escala para verificagéo
de sinais de estresse e dor, seguindo as diretrizes de Hawkins et al. (2011)%. Desta forma,

se 0 animal apresentou sinais de dor severa, trauma por automutilacdo, vocalizagdo sem
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ser estimulado ou vocalizacdo ao ser estimulado (associado aos demais sinais clinicos),
eles foram excluidos do estudo, aplicando-se a eutanasia de forma apropriada e eficaz.
Ainda, utilizamos os seguintes pardmetros ou sinais de exclusédo para a
determinacdo de continuidade do uso do animal: apatia, sinais de infeccdo sistémica
(letargia, postura encurvada, aumento da frequéncia respiratdria), aparecimento de crises
convulsivas, inconformidades motoras, incapacidade de se mover dentro da caixa
moradia, imobilidade mesmo ao ser estimulado, incapacidade de ingerir 4gua e alimento,
mesmo tendo acesso a esses recursos, 20% de perda de peso comparado ao inicio do

experimento ou desidrataco (perda de turgor da pele apos pincamento) por mais de 48h®°.

3.3.2 Calculo amostral

O ndmero de animais por grupo foi definido de acordo com a equacéo para a
determinacdo de uma amostra sem reposicao. Para tal, foi utilizada a formula. 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 distribuicdo 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 distribuicdo unicaudal de 1,28%.

Foi estabelecido o minimo de 40% como valor de diferenca entre as médias dos
grupos, baseado em dados experimentais do LaNEX. Levou-se em consideracao ainda que
experimentos biolégicos possuem margem de erro entre 10 a 15% procedentes de
variacdes individuais, erros no procedimento anestésico e/ou cirdrgico, dentre outras
variaveis. Além disso, diferencas menores que 20% entre médias de dois grupos podem
aumentar a ocorréncia de erros tipo I ou 11°°. Dessa forma, estabelecido o valor do desvio
padrdo em 35% do valor das médias, aplicando na férmula citada, obtém-se: n = (((1,96
+1,28) * 35) / 40) 2 = 8,0. Conclui-se que serdo necessarios, no minimo, 8 animais em
cada grupo experimental®®.

Em decorréncia dos critérios de excluséo estabelecidos fixou-se uma perda total
de 30%. Sendo assim, para cada grupo de 8 animais necessarios para 0s experimentos,

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

Como ilustrado na figura 8, na conducdo deste estudo foi realizada uma
avaliacdo basal para avaliar a espessura da pata através do micrémetro. A partir disso foi
realizada a suplementacao diaria dos animais por via intragastrica (i.g) com dmega-3
(dose 1.500 mg/Kg), 6leo de millho (1.500 mg/Kg) ou salina (NaCl 0,9%) por 30 dias. A
avaliacdo da espessura da pata para mensurar o edema foi realizada diariamente, até o 4°
dia apds a inducdo do modelo. Esses animais foram submetidos a eutanasia no 15° dia
apos a inducdo da lesdo para o ELISA. Num outro grupo experimental que passou pelo
mesmo protoloco de suplementacdo com émega-3, 48 horas apds a indu¢do do modelo
de DPIC os camundongos foram anestesiados e eutanasiados para a retirada das amostras
para as analises bioquimicas de ELISA e Western Blotting (WB).

3.5 ENSAIOS/TESTES/TECNICAS

3.5.1 Indugéo do modelo animal de DPIC

A inducdo do modelo animal de DPIC, que mimetiza em animais a SDRC do
tipo I, foi feita por meio da geracdo de isquemia e posterior reperfusdo da pata dos
animais. Este procedimento leva ao quadro de hiperalgesia mecanica, conforme descrito
anteriormente para ratos® e adaptado para camundongos®!. Para isso, 0s camundongos
foram anestesiados com uma injecdo intraperitoneal (i.p) de tiopental (80 mg/Kg). Apés
a verificagdo do estado de inconsciéncia do animal foi iniciado o procedimento. Este
consistiu no posicionamento de um anel de elastico de 1,2 mm de didmetro proximal a
articulacdo do tornozelo direito, da pata traseira do animal, de modo a fazer um torniquete.

O animal foi mantido anestesiado com o torniquete durante trés horas, em
seguida, o anel elastico foi cortado permitindo a reperfusdo da pata. Naqueles animais
que retornaram da anestesia antes das trés horas foram administrados reforcos 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 realizacdo da suplementacdo cronica de 6mega-3
por 30 dias e em seguida uma avaliacdo basal da espessura da pata através do micrdmetro antes do
procedimento de isquemia e reperfusdo, posteriormente foi realizada a indugdo do modelo animal de DPIC
e, 0s tratamentos com dmega-3 continuaram diariamente até o 4° dia apds a indugdo do modelo, onde foram
realizadas avaliacGes diérias da espessura da pata, e ap6s 15 dias foi realizada a retirada de estruturas para
0 ensaio bioquimico de ELISA. Ainda, num segundo experimento, os animais receberam o mesmo
protocolo de suplementacdo previamente a inducdo do modelo animal de DPIC e suplementados até 2 dias
(48 horas) ap6s a inducdo do modelo, onde foram realizadas retiradas de estruturas para 0s ensaios
bioquimicos de ELISA e Western Blotting. A linha do tempo estd expressa em dias; DPIC, Dor Pés
Isquemia Cronica; w3, 6mega-3; MIA, Morte Indolor Assistida; WB, Western Blotting e ELISA, Ensaio
de Imunoabsorgdo Ligado & Enzima.

3.5.2 Tratamento com 6mega-3 e 6leo de milho

O tratamento com 6leo de peixe dmega-3 e 6leo de milho (dose de 1.500 mg/Kg
por via i.g) foi realizado durante 30 dias antes da inducdo da DPIC, e apds a induc¢éo da
DPIC, foi administrado por mais 4 dias para a avaliacdo da espessura da pata, e até o 15°
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 suplementagéo pré-indugédo
da DPIC, os animais foram tratados até 48 horas apds a indu¢do do modelo, quando foi
realizada a MIA para a retirada das estruturas para o ELISA e WB. O émega-3 foi retirado
da céapsula original (1.000 mg, contendo 400 mg de EPA e 300 mg de DHA) com o auxilio
de seringa e foi imediatamente administrado. Assim como o 6leo de milho foi retirado de

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

O edema de pata foi avaliado por meio da medida da espessura da por¢cao média
da pata posterior direita dos animais, utilizando-se um micrémetro digital. Para a
mensuracio o aparelho foi posicionado entre o dorso e a por¢do plantar da pata®l. As
avaliacdes foram realizadas antes do inicio da suplementacdo, um dia antes da indugédo
do modelo de DPIC e diariamente até o 4° dia ap6s a IR, detalhadas na figura 5. Os

resultados foram expressos em micrémetros (um), com o valor da espessura total da pata.

3.5.4 Ensaios bioquimicos

Decorridos os 30 dias de suplementacdo com dmega-3 ou veiculo, 48 horas e 15
dias ap0ds a inducdo do modelo de DPIC, os camundongos foram anestesiados (1-2 % de
isoflurano a 100% de oxigénio) e a MIA foi realizada por decapitacdo para a dissecacao
da pele e musculo, separadamente, da pata posterior direita, para a realizacao dos ensaios
bioquimicos descritos a seguir. Apds a dissecacdo as amostras foram imediatamente
congeladas em nitrogénio liquido e estocadas em freezer -80 °C até a realizagdo das

analises.

3.5.4.1 Ensaio de Imunoabsorcdo Enzimatica

O ELISA foi realizado para a analise de citocinas do processo inflamatorio. As
amostras foram homogeneizadas em tampdo fosfato (PBS) contendo: Tween® 20
(0,05%), PMSF (0,1 mM), EDTA (10 mM), aprotinina (2 ng/ml) e cloreto de benzetbnio
(0,2 mM). Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 6000 xg por 15 minutos (4
°C) e o sobrenadante foram coletado e estocado a -80 °C, para as futuras analises. O
conteldo proteico total do sobrenadante foi mensurado pelo método de Bradford,
utilizando uma curva padrao de calibracdo com BSA (0,05 a 0,5 mg/mL). Aliquotas de
100 ul foram utilizadas para mensurar as concentragdes das citocinas: IL-4, IL-10, TGF-
1, MCP-1 e TNF por meio de kits de ELISA para camundongos de acordo com
instrugdes do fabricante. As concentracOes das citocinas foram mensurados pela

interpolagdo de uma curva padréo de 7 pontos, por mensuracao colorimétrica a 450 nm
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(corrigidas pela subtracdo da leitura a 550 nm) em um espectrofotémetro de placas e, 0s
valores foram expressos em pg de citocina/mg de proteina, como descrito resumidamente

no trabalho de Belmonte e Colaboradores (2018)%.

3.5.4.2 Western Blotting

O ensaio de Western Blotting foi utilizado para a quantificacdo do
imunocontetdo das proteinas: NOS2 e CD86, para marcacdo de macrofagos M1 e
Arginase-1, para marcacdo de macréfagos M2. As amostras foram pulverizadas e
incubadas em tampdo de lise RIPA [composto por Nonidet P-40 1%, deoxicolato de sddio
0,5%, SDS 0,1% e PBS], acrescido de ortovanadato de sédio 100 mM, PMSF 100 mM e
coquetel de inibidores de proteases 1% e, em seguida, incubados em gelo por 30 minutos.
Apbs centrifugacdo a 6000 xg por 20 minutos (4°C) o sobrenadante foi recolhido,
separado e armazenado e freezer -80 °C. O contetdo proteico foi mensurado pelo método
de Bradford, utilizando uma curva padréo de calibragdo com BSA (0,05 a 0,5 mg/mL).
Aliquotas de proteina total (50 pg) foram fervidas a 95°C por 5 minutos em 25% do
volume em tampédo Laemmli (fosfato de sodio 1M pH 7,0, 10% Docecil Sulfato de Sodio
(SDS), 10% B-mercaptoetanol, 50% glicerol, 0,1% azul de bromofenol).

As amostras foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida a 8%.
Apobs a eletroforese, as proteinas 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 solugdo Ponceau S
para a deteccdo das proteinas transferidas. Essa marcacdo foi capturada por leitura
colorimétrica em um fotodocumentador e utilizada como controle de carga de proteina.
Apbs a lavagem para remover a coloracdo com Ponceau S as membranas foram incubadas
overnight (4°C) com os anticorpos primarios: Rabbit anti-iINOS; Mouse anti-CD86 ou
Rabbit anti-Arginase-1. Depois de lavadas em tamp3o salina tris com Tween® 20 (TBS-
T) (137 mM NaCl e 20 mM Tris HCI + 0,1% Tween® 20, pH 7,6) as membranas foram
incubadas com o anticorpo secundario apropriado, conjugado a peroxidase em
temperatura ambiente por uma hora. Apés esse periodo, uma nova lavagem de 30 minutos
com TBS-T foi realizada seguida pela exposicdo das membranas, durante 1 minuto, ao
kit de quimiluminescéncia (ECL) e revelacdo atraves de um fotodocumentador. As
analises quantitativas das bandas foram realizadas por densitometria pelo programa

Image Studio Lite. Os valores foram expressos graficamente como unidades arbitrarias
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em relacdo ao controle (Salina/Sham), conforme descrito resumidamente no trabalho de
Mazzardo-Martins (2018)%.

3.6 VARIAVEIS DE ESTUDO

As variaveis de estudo, dependentes e independentes, estdo especificadas no

quadro 1.

Quadro 1- Variaveis de estudo.

Variaveis Tipo Natureza Proposta de utilizacao
Modelo animal de Indenendente Qualitativa Induzido o modelo (DPIC)
DPIC P nominal ou ndo induzido (Sham)
Tratamentos com Qualitativa
omega-3, 6leo de Independente nominal Tratado ou ndo tratado
milho ou salina
Niveis de citocinas Quantitativo Média e desvio padrao (pg
(TGF-B; IL-4; IL- Dependente continuo de citocina/mg de
10; TNF; MCP-1). proteina)
Imunocontetdo de I - . «
Quantitativo Média e desvio padrao/
Ng%%;};gies(%?’ Dependente continuo (unidades arbitréarias)
Espessura da pata Dependente Quantitativa Meédia e desvio padréo
P P P continua (espessura da pata em pum)

3.7 PROCESSAMENTO E ANALISE DOS DADOS

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

Jolla, Califérnia, EUA). Foi avaliado a distribuicdo dos dados por meio do teste de
Shapiro — Wilk e considerados paramétricos. Desta forma, os resultados foram
apresentados como média + desvio padrdo (DP). Os dados da medida da espessura da
pata foram comparados usando analise de variancia (ANOVA) duas vias, seguido pelo
teste de Bonferroni. Para os resultados bioguimicos utilizamos o teste t de Student nao
pareado. Em todas as andlises, valores de P menores que 0,05 foram considerados

estatisticamente significativos.
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3.8 ASPECTOS ETICOS DA PESQUISA

Todos os procedimentos com animais foram realizados ap6s a aprovacdo do
projeto pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UNISUL (protocolo n°
18.050.4.01.1V). Os experimentos foram realizados conforme o guia de cuidados de
animais de laboratdrio e guia ético para investigacGes experimentais da dor em animais
conscientes®, e estavam de acordo com os principios éticos estabelecidos pelo Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) descritos na Diretriz Brasileira para o
Cuidado e a Utilizac&o de Animais para fins cientificos e didaticos (DBCA)**. A MIA foi
realizada sob anestesia com isoflurano (2-3% a 100% de oxigénio) e com a supervisédo de
médico veterinario responsavel de acordo com a resolucdo 1000, 12/05/2012 — Conselho

Federal de Medicina Veterinaria.
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4 ARTIGO CIENTIFICO

A seguir esta inserido o artigo cientifico fruto dessa dissertagdo de Mestrado,
que foi submetido para a revista cientifica Inflammation (Springer Nature) com fator de
impacto de 2.939 (B1 Med II).
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RESUMO

A Sindrome da Dor Regional Complexa (SDRC) apresenta como sintomas principais dor crénica e edema,
é normalmente desencadeada por um trauma ou processo cirirgico e se estabelece ap6s um intenso processo
inflamatorio gerado pela lesio. O Omega-3, um dleo de peixe rico em &cido eicosapentaenoico (EPA) e

acido docosaexaenoico (DHA), é conhecido pelas suas propriedades imunomodulatorias, anti-inflamatorias
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e pro-resolutivas. Assim, o objetivo do estudo foi verificar o efeito da suplementacdo com 6mega 3 no
edema das patas e o seu efeito imunomodulatoério na interleucina (IL)-4, I1L-10, fator de crescimento do
transformador-B1 (TGF-B1), proteina quimiotatica de mondcito-1 (MCP-1) e fator de necrose tumoral
(TNF) na pele e no musculo da pata, e nos fen6tipos de macréfagos (M1 e M2) no misculo da pata de
camundongos submetidos ao modelo Dor Pds Isquemia Cronica (DPIC), que mimetiza a SDRC em
humanos. Sugere-se que o émega-3 tem funcdo imunomodulatoria pois foi capaz de reduzir o edema das
patas, assim como foi capaz de regular as concentragdes de citocinas anti-inflamatorias e pré-resolutivas,

tais como IL-4 e IL-10.

Palavras-chave: Omega-3; PUFAs; Sindrome 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-p1 (TGF-B1), 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.



43

5 CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho demonstrou que a suplementagdo com dmega-3 tem efeito
anti-edematogénico, pois foi promoveu uma diminui¢do do edema da pata dos animais
submetidos a DPIC. Também demonstrou um possivel efeito pro-resolutivo e anti-
inflamatdrio por aumentar IL-4 no musculo da pata nas 48 horas apos DPIC. A IL-10 se
apresentou diminuida na pele nas 48 horas apds a indugdo do modelo, porém aumentou
no musculo nos 15 dias ap6s DPIC nos animais suplementados com émega-3. Por outro
lado, a suplementagdo com dmega-3 ndo alterou os niveis de TGF-B1.

Em relacdo as citocinas pro-inflamatérias a suplementacdo com 0Omega-3
promoveu uma tendéncia em diminuir o TNF no muasculo, porém néo foi estatisticamente
significativo. A MCP-1 estava aumentada em todos os grupos submetidos ao modelo e a
suplementacdo com 6mega-3 ndo alterou esses niveis, que permaneceram elevados.

No segundo dia ap6s a DPIC a suplementacdo preventiva com dmega-3 ndo foi
capaz de alterar os marcadores de macréfagos M1 e M2, apesar de a lesdo induzir uma
reducdo de macréfagos do fendtipo M2. Por outro lado, 15 dias apds DPIC ocorreu
aumento dos niveis de IL-10 no musculo.

Em conjunto, nossos resultados demonstram um consistente efeito
imunomodulatério da suplementacdo preventiva do 6mega-3 em um modelo animal de
SDRC-I. Os achados do presente estudo ampliam e corroboram os dados da literatura
demonstrando a acgdo anti-edematogénica e a regulacdo positiva de citocinas anti-
inflamatdrias importantes como a IL-4 precocemente, e a IL-10 tardiamente apods a
suplementacdo com dmega-3.

O presente trabalho trouxe resultados inéditos para a literatura e demonstrou que
a suplementacdo preventiva com 6mega-3 pode ser utilizada para a prevencgao do curso
patoldgico de inimeras doencas inflamatorias, como a SDRC. O dmega-3 é encontrado
no mercado por um valor relativamente barato e pode ser facilmente prescrito por

profissionais da saude.
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ANEXO A - PARECER DA COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS DA
UNISUL

_ -
C Uh.1i55‘1.0 de Etic n. _)/-

nolso de Animais UNISUL

Pré Reitoria de Ensino, Pesquisa, Pds-Graduacdo, Extensdo e Inovagdo
Comisso de Etica no Uso de Animais (Res. CONSUN 46/2009)

Palhoca, 4 de dezembro de 2018
Registro na CEUA (cédigo): 18.050.4.01.1V

Ao Pesquisador/Professor(a): Daniel Fernandes Martins

Prezado(a),

Viemos por meio deste, certificar que a proposta de estudc e/ou projeto de pesquisa
intitulada “Avaliagao do potencial anti-inflamatério, pés-resolutivo e anti-hiperalgésico da
suplementacdo de émega-3 em um modelo animal da sindrome da dor regional
complexa do tipo — ", registrada com o n°18.050.4.01.1V, sob a responsabilidade de Daniel
Fernandes Martins - que envolve a manutengao ou utilizagdo de modelos animais pertencentes
ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino)
- encontra-se de acordo com os preceitos da Lei Federal n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do
Decreto n° 6,899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de
Controle de Experimentacéo Animal (CONCEA), e foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO
USO DE ANIMAIS (CEUA) desta Instituigéio, em reunido de 12 de dezembro de 2018.

A CEUA/UNISUL tem por finalidade cumprir e fazer cumprir, no ambito da UNISUL e nos
limites de suas atribuicdes, os dispostos na legislacio Federal aplicavel a criacao, manutencéo
e a utilizagdo de animais em atividades de ensino e de pesquisa, realizadas pelos corpos
docente, discente e técnico-administrativo da UNISUL e pesquisadores de outras instituicdes,
caracterizando-se a sua atuagao como educativa, consultiva, de assessoria e fiscalizag&o nas
questdes relativas & matéria, sob os aspectos: | - Etico; Il - Legal: enquadramento na legislagéo
vigente.

Gostariamos de salientar que, embora aprovado, gualgquer alteracéo dos procedimentos
e metodologias que houver durante a realizagdc do projeto em questéo, devera ser informada
imediatamente 8 Comisséo.

P¥of. Séndrg Melim Sgrott
C?jurdegaﬁé}r da Comiss&o

UNISUL - Campus Grande Floriandpolis,
Avenida Pedra Branca, 25, Cidade Universitéria, CEP 88137-270, Palhoga, SC,
Fone: (48) 3279-1036 / E-mail: ceua@unisul.br
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molsode Arimais  UNIESUL

Pré Reitoria de Ensino, Pesquisa, Pés-Graduacgdo, Extensdo e Inovagao
Comissio de Etica no Uso de Animais (Res. CONSUN 46/2009)

Palhoga, 4 de dezembro de 2018

CERTIFICADO

Em consonancia a Orientagao Técnica n° 08, de 16 de margo de 2016, do CONSELHO
NACIONAL DE CONTROLE DA EXPERIMENTACAO ANIMAL (CONCEA), certificamos que a
proposta de estudo elou projeto de pesquisa intitulada “Avaliacdo do potencial anti-
inflamatério, pés-resolutivo e anti-hiperalgésico da suplementacao de émega-3 em um
modelo animal da sindrome da dor regional complexa do tipo — I", registrada com o n°
18.050.4.01.1V, sob a responsabilidade de Daniel Fernandes Martins - que envolve a
manutencao ou utilizacdo de modelos animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata
(exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com os
preceitos da Lei Federal n° 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n® 6.899, de 15 de julho
de 2009, com as normas editadas pelo CONCEA, e foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA
NO USO DE ANIMAIS (CEUA), desta Instituic&o, em reunio de 12 de dezembro de 2018.

Finalidade ~ | OEnsino Pesquisa Cientifica
Vigéncia da autorizagho | y6ir4 de 2019  Janeiro de 2021
Espécie/linhagem/raga Camundongo heterogéneo Mus
‘muscullus N
5 —
N® de animais 110
i
| Peso/ldade 35-45¢ / 45-60 dias
Sexo fémea
' Origem Biotério Central da Universidade
= 1 Federal de Santa Catarina (UFSC)

PWM Sgrott
Co “d4 Comisséo

UNISUL - Campus Grande Floriandpolis,
Avenida Pedra Branca, 25, Cidade Universitaria, CEP 88137-270, Palhoga, SC.
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