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RESUMO

Introducéo: A sindrome da dor regional complexa do tipo | (SDRC-I) se caracteriza
como uma condi¢do clinica incapacitante, cronica, que responde de forma
insatisfatoria a diferentes tratamentos. E bem descrito na literatura o papel dos acidos
graxos poli-insaturados (AGPIs) 6mega-3 na prevencao e tratamento de distarbios
inflamatorios e dor de origem inflamatoria. Apesar de comprovados os efeitos anti-
inflamatérios do édmega-3, ha poucos estudos na literatura que avaliem seus
beneficios terapéuticos em diferentes tipos de dor.

Objetivo: Este estudo avaliou o potencial anti-inflamatério e anti-hiperalgésico da
suplementacdo preventiva de 6mega-3 em um modelo animal de SDRC-I em
camundongos.

Métodos: Camundongos fémeas foram suplementadas durante 30 dias com édmega-
3 previamente a inducdo do modelo da SDRC-I e 14 dias ap6s. A hiperalgesia
mecanica foi avaliada diariamente a partir do 4° dia ap6s procedimento de isquemia e
reperfusdo (IR) até o 14° dia. Os animais também foram submetidos ao teste da
capacidade cognitiva relacionada a dor e andlise da atividade locomotora espontanea.
Outros camundongos fémeas foram suplementadas durante 30 dias com dmega-3.
Em seguida, submetidos ao procedimento de IR e 24 horas ap6s a morte indolor
assistida (MIA) e retirada de amostras da medula espinal e musculo da pata posterior
direita para mensuracédo das concentracdes de citocinas pré inflamatérias TNF e IL-
1B.

Resultados: A suplementagdo preventiva de O0mega-3 apresentou efeito anti-
hiperalgésico e reduziu as concentragcbes das citocinas pré inflamatérias TNF na
medula espinal e IL-1B no musculo da pata dos camundongos submetidos a IR. Nao
foram encontradas alteragdes na locomocao espontanea ou diferencas estatisticas
significativas no teste da capacidade cognitiva relacionada a dor dos animais
suplementados com dmega-3.

Conclusao: A suplementacdo preventiva de 6mega-3 se apresentou efetiva na
reducdo da hiperalgesia mecanica, bem como produziu efeito anti-inflamatorio
reduzindo as concentragBes de citocinas pro inflamatérias. A suplementacédo de 30
dias, na dose testada, mostrou-se segura e eficaz no modelo animal da SDRC-I e ndo

causou efeito sedativo nos animais.



Descritores: Dor. Suplementacdo preventiva. Dor pds isquemia crénica. Acidos

graxos poli-insaturados 6mega-3.



ABSTRACT

Introduction: Complex regional pain syndrome type | (CRPS-I) is characterized as a
chronic and disabling clinical condition that poorly responds to different treatments.
The role of omega-3 polyunsaturated fatty acids in the prevention and treatment of
inflammatory disorders is well described in the literature. Despite the proven anti-
inflammatory effects of omega-3, there are few studies in the literature evaluating its
therapeutic benefits in different types of pain.

Aim: We evaluated the potential anti-inflammatory and antihyperalgesic effects of
preventive omega-3 supplementation in an animal model of CRPS-I in mice.
Methods: Female mice were supplemented for 30 days with omega-3 before the
induction of the CRPS-I model and 14 days after. Mechanical hyperalgesia was daily
evaluated from the 4th day after ischemia and reperfusion (IR) procedure until the 14th
day. The animals were also submitted to the pain-related cognitive ability test and
spontaneous locomotor activity analysis. In addition, other female mice were
supplemented for 30 days with omega-3 and then subjected to the IR procedure.
Twenty-four hours later, assisted painless death was conducted and samples of the
spinal cord and right posterior paw muscle were taken to measure the proinflammatory
cytokine TNF and IL-13 concentrations.

Results: Preventive omega-3 supplementation elicited antihyperalgesic effects and
reduced the concentrations of proinflammatory cytokines TNF in the spinal cord and
IL-1B8 in the paw muscle of mice subjected to IR. No changes were found in the
spontaneous locomotion of animals supplemented with omega-3.

Conclusion: Preventive omega-3 supplementation was effective in reducing
mechanical hyperalgesia, as well as producing anti-inflammatory effects reducing
proinflammatory cytokine concentrations. The 30-day supplementation at the tested
dose was safe and effective in the CRPS-I animal model and presented no sedative

effects.

Keywords: Pain. Preventive supplementation. Pain following chronic ischemia.

Omega-3 polyunsaturated fatty acids.
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1. APRESENTACAO

As segdes INTRODUGAO, REFERENCIAL TEORICO, METODOS E
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS encontram-se no corpo dessa dissertacdo e
representam a integra deste estudo. Os resultados e a discussdo que fazem parte
dessa dissertacao estdo apresentados sob a forma de artigo, os quais encontram-se
no item ARTIGO CIENTIFICO.

O item CONCLUSOES, encontrado no final desta dissertacdo, apresenta

interpretacdes e comentarios gerais sobre o artigo cientifico contido neste trabalho.

As REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS referem-se somente as citacdes que
aparecem nos itens INTRODUCAO e METODOS desta dissertacao.
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2. INTRODUCAO

A sindrome da dor regional complexa do tipo | (SDRC-I) caracteriza-se como
uma condicéo clinica incapacitante, que se apresenta de maneira cronica e responde
de forma insatisfatéria a uma variedade de tratamentos!. Os individuos com essa
sindrome apresentam sintomas sensoriais, anormalidades autonémicas e motoras,
bem como sintomas inflamatérios. Pode se desenvolver em consequéncia de um
trauma leve ou grave e aproximadamente 1% de todas as fraturas ird evoluir para
SDRC-I, mostrando-se como complicacdo comum de fraturas de radio distal (4-37%
dos casos), em cirurgia do tunel do carpo (2-4% dos casos) ou cirurgia para correcao
da contratura de Dupuytren. Desenvolve-se também apds qualquer tipo de lesao,
desde quedas e entorses?. Além disso, € marcada pela gravidade dos sintomas, o
qual é desproporcionavel a gravidade do trauma, com uma tendéncia a se dissipar no
membro distal afetado®.

O mecanismo fisiopatologico da SDRC-I é controverso, porém evidéncias
indicam a ocorréncia de uma patogénese inflamatéria com envolvimento do sistema
nervoso simpatico. A hipétese é de que um evento como um trauma sobre 0 membro
desencadearia um processo inflamatorio exacerbado, o qual excede o curso clinico e
duracéo esperada. Os sintomas da SDRC-I incluem dor espontanea, inclusive frente
a estimulos in6cuos, caracterizando a alodinia mecéanica, bem como hiperalgesia
mecanica e térmica, e alodinia ao frio. Os pacientes apresentam também disturbios
vasomotores e sudomotores, assim como mudancas tréficas na pele, cabelos, unhas
e 0ssos*®. Trata-se de uma forma relativamente rara de dor crnica, e seu tratamento
envolve intervencdes farmacoldgicas (antidepressivos triciclicos, anticonvulsivantes,
opioides, anti-inflamatérios, corticosteroides), fisioterapia, psicoterapia, inibicdo do
sistema nervoso simpatico, simpatectomia quimica e cirurgica. Apesar da ampla
variedade de intervencdes empregadas atualmente, seu tratamento constitui-se um
desafio para a area clinica e experimental, visto que a eficacia desses tratamentos
ndo é satisfatéria®®.

E bem descrito na literatura o papel dos acidos graxos poli-insaturados
(AGPIs) 6mega-3, especialmente acido eicosapentaenoico (EPA) e acido docosa-
hexaenoico (DHA), na prevencéo e tratamento de distlrbios inflamatérios’. Dentre os
mecanismos de acdo propostos estdo o desvio da sintese de eicosanoides a produtos

nao inflamatérios, bem como a producdo de mediadores lipidicos anti-inflamatérios
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(tais como: resolvinas, protectinas e maresinas), inibicdo da ativacao do fator nuclear
kappa kB (NFkB), entre outros. Apesar de comprovados os efeitos anti-inflamatérios
dos acidos graxos 6mega-3, seus beneficios terapéuticos em diferentes tipos de dor
ainda ndo foram demonstrados®.

Levando em consideracao a resposta inflamatdéria e dor induzida pds isquemia
cronica, assim como na SDRC-lI e a capacidade anti-inflamatéria do émega-3,
objetiva-se avaliar, por meio de testes comportamentais e bioquimicos, o potencial
anti-inflamatério e anti-hiperalgésico da suplementacdo com 6mega-3 em um modelo
da SDRC-I em camundongos. Dentro desse contexto, considerando-se a propriedade
anti-inflamatéria do 6mega-3, assim como os varios beneficios proporcionados aos
individuos quando suplementado, apos verificada a eficacia da suplementacéo, pode
ser considerado um tratamento alternativo a condicdo clinica apresentada, ndo
havendo efeitos colaterais como o0s apresentados pelos agentes terapéuticos
convencionais. Neste sentido, esta pesquisa se justifica visto que entre o0s
medicamentos empregados atualmente no tratamento da SDRC-I cita-se os anti-
inflamatorios ndo esteroides (AINES). Apesar de essa classe de medicamentos ser
frequentemente modificada a fim de diminuir os efeitos colaterais, sabe-se que ainda
apresentam toxicidade gastrointestinal, além de produzir efeitos deletérios sobre o
sistema cardiovascular. Entre os efeitos colaterais observa-se hipersensibilidade ao
acido acetilsalicilico, sangramento no trato gastrointestinal, dores, ulceracfes e
sangramento na parede intestinal, acometendo em média 35% dos usuarios. Levando
em consideracdo sua limitacdo em eficacia e seguranca, faz-se necessario estudos a
fim de desenvolver novos medicamentos anti-inflamatdérios eficazes e que apresentem
menos efeitos colaterais®’.

Com base no exposto acima, se postulou a seguinte pergunta: A
suplementacdo de 6mega-3 possui efeito anti-inflamatorio e anti-hiperalgésico sobre

um modelo animal da SDRC-I?
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2.1 REFERENCIAL TEORICO
2.1.1 Sindrome da dor regional complexa

A SDRC é a denominagéo dada a uma sindrome relatada pela primeira vez
no século XVII. Foram utilizados diferentes nomes para descrevé-la como causalgia,
algodistrofia, distrofia simpatica reflexo, sindrome do ombro a méo e sindrome de
Sudeck!®. O nome atual SDRC foi definido de acordo com seus sintomas, sendo que
apresenta manifestac¢des clinicas autondmicas, regional visto que geralmente envolve
apenas um membro ou extremidade, onde a dor pode ser evocada ou espontanea e
denomina-se sindrome devido a presenca de diversos eventos relacionados ao
estagio em que se encontra o individuo!!. Caracteriza-se por uma variedade de
condicbes dolorosas, desencadeadas por uma lesdo, a qual se manifesta
regionalmente com predominéncia distal, excedendo em magnitude e durag&o o curso
clinico esperado da lesao inicial. Causa ainda um comprometimento da funcéo
motora, mostrando progresséo variavel de acordo com o tempo'213,

A SDRC apresenta-se de duas formas. Denomina-se SDRC-I quando ha
disfuncdo nervosa, porém com auséncia de lesdo nervosa instalada, e sindrome da
dor regional complexa tipo Il quando a lesdo nervosa esta presente com sinais e
sintomas clinicos caracteristicos do trauma e/ou leséo inicial*4'>. Em ambas encontra-
se dor espontanea ou alodinia, hiperalgesia, edema, fluxo sanguineo e atividade
sudomotora anormal, sendo que tais sintomas nédo limitam-se apenas a regido/local
da lesdo ou nervo lesionado!?.

Com relacdo a epidemiologia, € mais frequente em mulheres do que em
homens em uma relacédo entre 3:1 sendo a idade média de 40 anos. Além disso,
também é encontrada em criancgas e adolescentes com diagnéstico na meédia de idade
de 11,8 anos. A incidéncia da SDRC-I e dificil de ser avaliada, mas é estimada apos
uma fratura em 1-2% e cerca de 19% dos casos ocorre no periodo pés-operatério de
cirurgias. Também ha relatos de casos de SDRC-|I desenvolvidos pds processos
inflamatorios locais e procedimentos minimamente invasivos (infiltracbes em tecidos
moles ou puncdes venosas)®’.

Em estudo com Coreanos estimou-se sua incidéncia em 5-25 por 100.000
pessoas por ano, afetando principalmente membros inferiores e sexo feminino, na

média de idade entre 40 e 60 anos. Ja em outro estudo com holandeses a incidéncia
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foi estimada em 26 por 100.000 habitantes por ano, onde mulheres sao afetadas trés
vezes mais do que homens!&19,

O diagnostico preciso da SDRC-I é um desafio para os profissionais da area
da saude visto que ndo ha um exame ou teste especifico, objetivo e definitivo para
confirmar o diagnostico clinico. Sendo assim, seu diagndstico deve associar
anamnese e exame clinico detalhado, eliminando por meio do diagnéstico diferencial
diversas doengas neuroldgicas, vasculares, inflamatérias, musculoesqueléticas ou de
origem psicologica. Em 2010 foram determinados e validados critérios diagnosticos
para auxiliar no diagnostico dessa condicdo, denominados Critérios de Budapeste
(Quadro 1). Estes sdo aplicados quando: i) os sintomas estdo relacionados a um
trauma em um membro; ii) 0os sintomas ndo podem ser explicados mais pelo trauma;
iii) afetam tecidos e inervacdes que néo do local do trauma inicial; iv) outras doencas

sdo vigorosamente excluidas®.

Quadro 1 — Critérios Modificados de Budapeste

1. Dor continua, desproporcional a leséo inicial.

2. Apresentar pelo menos um sintoma em trés das seguintes categorias:

Sintomas sensoriais Hiperestesia e/ou alodinia

Sintomas vasomotores Assimetria de temperatura e/ou assimetria/alteracoes

na coloracédo da pele

Sintomas sudomotores Edema e alteracdes da sudorese

Sintomas motores/troficos | Diminuicdo da amplitude do movimento e/ou disfuncéo

motora, alteracdes troficas

3. Apresentar pelo menos um sinal durante avaliacdo em duas ou mais das
seguintes categorias:
Sintomas sensoriais Evidéncia de hiperestesia e/ou alodinia ao toque,

temperatura ou presséo

Sintomas vasomotores Evidéncia de assimetria de temperatura (>1°C) e/ou

assimetria na coloracédo da pele

Sintomas sudomotores Edema e alteracdes da sudorese

Sintomas motores/tréficos | Diminuicdo da amplitude do movimento e/ou disfuncéo

motora, alteracdes troficas

4. Nao exista outro diagndstico que possuam 0S mesmos sinais e sintomas.
Fonte: Lee, Lee e Choy, 20185.
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Entre os principais sintomas e manifestacdes clinicas da SDRC-I encontram-
se dor regional, alodinia, hiperalgesia, edema, alteracdes na cor e temperatura da
pele, assim como diminuicdo da amplitude de movimento ou disfuncdo motoral4. A
progressao ocorre por uma fase inflamatodria aguda (primeiros trés meses), seguida
por alteracdes tréficas (entre terceiro e sexto més) e por fim, hipotrofia (sexto més). A
duracdo das fases citadas € variavel, sendo que 0s estagios e sintomas nao
acontecem necessariamente nessa sequéncia, sendo a SDRC-I caracterizada como

dor inflamatéria em estagio agudo e dor neuropética no estagio cronico?>2L,

2.1.1.1 Estado isquémico e inflamatorio na SDRC

Apbés um estimulo nocivo de natureza quimica ou fisica, um processo
inflamatorio é desencadeado como resposta a lesdo. Na fase inicial apresenta
manifestacbes clinicas como calor, rubor, edema e dor, posteriormente rigidez
articular??,

A inflamac&o consiste em uma resposta do organismo a danos celulares e/ou
teciduais como consequéncia de infeccbes microbianas ou estimulos nocivos de
origem quimica ou fisica, caracterizando-se por vasodilatacédo frente a liberacao de
mediadores quimicos e recrutamento de leucdcitos para o local da inflamacgéo. O
processo inflamatério constitui-se como fundamental para a sobrevida do organismo
afetado por um insulto, visto que ele visa a eliminacdo de patdégenos e consequente
manutencdo da homeostase do organismo, assim como reestruturacdo do tecido
lesionado, porém uma resposta inflamatéria desregulada acaba prejudicando o
préprio organismo?? 23,

A intensidade da isquemia dependera do nivel de oclusdo do vaso sanguineo,
da circulagéo colateral e do grau de demanda de oxigénio dos tecidos envolvidos. O
tempo de isquemia também € um fator importante na determinacdo da intensidade
das lesbes, sendo que o tecido muscular possui resisténcia intermediaria a isquemia,
0S nervos caracterizam-se como o0s tecidos mais sensiveis e os tenddes, 0ssos e pele
como 0s mais resistentes a essa condi¢cdo. Apesar dos danos teciduais causados pela
isquemia, sabe-se que a reperfusdo é caracterizada como principal causa de leséo
tecidual como consequéncia da intensa producéo de EROs?42°,

O edema regional significativo caracteriza o inicio da SDRC-l. O plasma

extravasado se acumula no intersticio aumentando a pressdo dentro de um espago
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anatdbmico relativamente pequeno, ocluindo os capilares dos tecidos adjacentes e
provocando uma sindrome compartimental (figura 1)?627. Os tecidos isquémicos
provenientes dessa lesdo acumulam enzimas oxidativas e ap0s a reperfusdo, as
oxidases acumuladas reduzem o retorno de oxigénio molecular e as células dos
microvasos ficam expostas a altos niveis de EROs que danificam o endotélio
vascular?®2,

A hipoétese de fisiopatologia da SDRC-I consiste em edema, decorrente da
lesdo de tecidos profundos, que causa uma sindrome do tipo compartimental. Tal
sindrome causa lesdo microvascular, essa como consequéncia da IR (causada pela
interrupcdo do fluxo sanguineo ao nervo, musculo e 0SSO na regido acometida) e
processo inflamatério, assim como ocorre lesao de células endoteliais pelas espécies
reativas de oxigénio (EROs). Os processos mencionados desencadeiam
vasoespasmo e um fluxo lento/interrupcdo temporaria do refluxo nas porcdes
microvasculares de tecidos profundos, consequentemente ocorre a isquemia seguida
de reperfusdo. Por sua vez, tal processo desencadeia a inflamacé&o, ativando e
sensibilizando os nociceptores no musculo e 0ssos. JA no nervo, 0 processo de
isquemia e reperfusdo causa descargas ectdpicas nos nociceptores.

Também h& um aumento dos mediadores inflamatérios sistémicos, mostrando
gue a SDRC-I apresenta uma resposta inflamatoria local exacerbada devido a leséo.
As anormalidades neurolégicas (amplificacdo da percepcdo dolorosa, disfuncdes
vasomotoras) sdo provenientes de danos em diversas estruturas, inclusive no nervo,
bem como da sensibilizagdo central decorrente do processo inflamatério instalado®322.

A isquemia crbnica, assim como o processo de reperfusdo € marcado também
por resposta inflamatéria. As células endoteliais danificadas pelas EROs liberam
varios mediadores pro-inflamatérios, assim como citocinas pro-inflamatorias, tais
como o fator de necrose tumoral (TNF), a qual possui efeito citotéxico direto no
endotélio, e que estimula a producdo de outras citocinas, como as interleucinas, as
quais promovem a ativacdo de neutrofilos, mondcitos e linfocitos que, por sua vez,
liberam anions superoxido e outras EROs que participam no processo de leséo do
tecido endotelial. A interleucina-1 (IL-1) esta relacionada a ativagdo de neutrdfilos e
induz a expresséo das moléculas de adesao nos leucécitos e no endotélio. Além disso,

elas induzem o aumento da expressao da cicloxigenase-2 (COX-2) e a expressao da



23

enzima 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS). A interleucina-6 (IL-6) tém sua producéao
estimulada a partir da liberacéo de IL-18 e TNF-a°.

Diante da fisiopatologia em questéo, as etapas que sucedem 0 processo de
isquemia reperfusé@o, assim como resolucdo do processo inflamatério séo alvos de
estudos visando terapias efetivas, visto que sdo de extrema importancia para a

manutencado das manifestacdes clinicas e progressao da SDRC-I.

Lesao em tecidos profundos
|

. v
Inflamacé&o aguda com edema —— SDRC -l
/ N\ /
¥ u

Recuperacéo normal dos  Sindrome do tipo compartimental
tecidos '

)
Les&o microvascular (IR)

i"' kY
Vasoespasmo  Fluxo lento/ndo-refluxo

N/

Isquemia de tecido profundo
|

r

Inflamac&o crénica
|

¥
Sensibilizacéo central
Dor
Alodinia
Hiperalgesia

Figura 1 — Fisiopatologia da SDRC-I

Fonte: Adaptado de Coderre e Bennett (2010)*.

Legenda: Etapas da fisiopatologia da SDRC, onde a sindrome do tipo compartimental
leva a lesdo microvascular, causando IR, ocasionando inflamagédo cronica, que
desencadeara sensibilizacdo central. SDRC-I: Sindrome da dor regional complexa —
I; IR: isquemia e reperfuséao.

2.1.1.2 O papel das citocinas pro-inflamatorias na hiperalgesia inflamatoria

Em quadros clinicos de dor crénica, a hiperalgesia consiste no aumento da
resposta a estimulos nocivos térmicos e mecéanicos. Ocorre como decorréncia da
sensibilizacdo dos nociceptores presentes nos terminais dos neurénios nociceptivos

periféricos (sensibilizacédo periférica), fenbmeno que esta associado ao aumento da
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responsividade de neurdnios do corno posterior da medula espinal (neurdnios
nociceptivos centrais), ocorrendo entdo a sensibilizacdo central. Também pode se
desenvolver quadros de alodinia, a qual caracteriza-se por resposta dolorosa frente a
estimulos in6cuos3!.

Durante o processo inflamatodrio, células residentes como células dendriticas,
macrofagos, linfécitos e mastécitos, apods reconhecer os estimulos inflamatorios,
liberam uma cascata de citocinas, as quais desempenham papel fundamental no
desenvolvimento da dor inflamatoria, assim como desencadeiam outros eventos
inflamatorios, que garantem a continuidade do processo. As primeiras citocinas
descritas a participarem no desenvolvimento da dor inflamatéria sdo o TNF, IL-18, IL-
6°2.

O TNF é uma importante citocina pro-inflamatoria produzida por diferentes
tipos de células, incluindo células imunes, neuronais e gliais. Em resposta a lesdo ou
inflamacé&o, o TNF serve como um gatilho para ativacdo de outras citocinas e fatores
de crescimento. Além disso, desempenha papel importante no desenvolvimento e
manutencdo da dor inflamatéria e neuropatica®:.

O mecanismo no qual o TNF induz sensibilizacdo dos neurdnios nociceptivos
periféricos parece ser pelo aumento da sensibilidade e/ou expressao de canais ibnicos
que participam da transducdo de estimulos mecéanicos e térmicos (por exemplo,
TRPV), e/ou por meio do aumento da sensibilidade de canais ibnicos dependentes de
voltagem envolvidos na excitabilidade geral de neurdnios sensoriais da geracao de
potenciais de acdo. O canal ibnico TRPV1 é aberto por estimulo térmico ao calor e 0
influxo de ions converte o estimulo térmico em potencial elétrico. Quando o TRPVL1 é
sensibilizado, sua abertura é realizada frente a temperaturas mais baixas que o limiar
normal, sendo esta queda essencial para a geragdo de hiperalgesia térmica®.

Durante o processo inflamatoério, a IL-13 € produzida por diferentes tipos de
células, como macréfagos, mondcitos e células gliais, e induz a produgédo de outros
mediadores inflamatorios. Além disso, esta envolvida em varias caracteristicas do
processo, como o recrutamento de células do sistema imunologico, aumento da
temperatura, liberacéo proteica da fase aguda e edema®?.

A IL-1p estimula a expressao da enzima COX-2 e a subsequente liberacéo de
dos produtos de sua agcdo, como as prostaglandinas. O fato das prostaglandinas

sensibilizarem o0s nociceptores, sugere o papel dessa essa citocina como um
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importante mediador inflamatério hiperalgésico. Dessa forma, ha uma grande
guantidade de dados na literatura que sugerem o papel da IL-1f como um mediador
hipernociceptivo intermediario, principalmente nos tecidos periféricos. Na perspectiva
terapéutica, os dados experimentais mostram que a inibicdo da producao da citocina

em questdo faz-se um alvo para controlar a dor inflamatéria32.

2.1.2 Modelos animais da SDRC

Um modelo animal translacional para a SDRC mostra-se extremamente
necessario, visto que a fisiopatologia desta condicdo permanece indefinida, assim
como os tratamentos existentes ineficazes. Sabe-se que 0s modelos animais
apresentam limitaces quanto & mimetizagéo dos sinais e sintomas da condi¢cdo em
humanos, porém possibilita analisar alteracfes nociceptivas, inflamatorias e troficas
apos a lesao, proporcionando o avanco da investigacao da fisiopatologia, assim como
a identificacdo de tratamentos mais seguros e eficazes®*.

Entre os modelos animais existentes da SDRC estdo: lesdo do nervo
periférico, lesdo por isquemia e reperfusdo (IR), trauma e imobilizacdo (causas
cirirgicas e traumaticas) dos membros, e apesar de apresentarem e simularem
caracteristicas semelhantes a sindrome em casos clinicos, como qualquer modelo
animal, nenhum dos citados apresenta com exatiddo os quadros apresentados em
humanos34.

O modelo de dor p6s isquemia crénica (DPIC) é utilizado para inducdo da
SDRC-I. A metodologia experimental consiste na insercdo de um anel elastico
(torniquete) apertado sobre o tornozelo da pata posterior direita durante 3 horas. Apos
a retirada, ocorre a reperfusdo com sintomas inflamatorios unilateral (calor e edema),
assim como alodinia bilateral e hiperalgesia mecéanica e ao frio. Caracteriza-se
também por resposta inflamatoria, visto que ha infiltragcédo de macrofagos e neutrofilos
no membro afetado, havendo ainda aumento nas concentracbes de citocinas e
produtos resultantes de estresse oxidativo na pele e masculo da pata. Afirma-se que
o modelo em questdo mimetiza a fisiopatologia de individuos com a SDRC-I com
membro lesionado pelo frio, apresentando vasoconstricdo microvascular aumentada,
hipoxia tecidual e acidose tecidual metabdlica, gerando radicais livres que acabam por
lesar o endotélio vascular do membro afetado, contribuindo assim para perpetuacéo
da sensibilizagdo nociceptiva. A hipotese fisiopatolégica do modelo da DPIC esta
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baseada no fato de que, ap0s a liberacdo do torniquete, ha edema extenso, seguido
de uma sindrome compartimental. Tal sindrome também pode ocorrer em seres
humanos, quando expostos a torniquetes excessivos343%,

No modelo de DPIC apo6s a reperfusdo, hd um periodo de hiperemia e
vasodilatacdo, onde a pata traseira mostra aumento da temperatura e edema intenso,
permanecendo assim por um periodo de 4 horas. 24 horas apos a reperfuséo, a
hiperemia e edema desaparecem e a pata traseira desenvolve as alteracdes tréficas
caracteristicas (aparéncia seca e brilhante). Neste modelo, o desenvolvimento de
edema é significativamente elevado 2 horas apds a retirada do torniquete e
permanece até 12 horas apés a reperfusdo. A alodinia e hiperalgesia mecéanica sao
desenvolvidas 8 horas ap0s a retirada do torniquete e permanecem até 2 semanas

apos a reperfusdo, sendo encontradas na pata ipsilateral e controlateral®® (Figura 2).

Figura 2 — Estagios do modelo de DPIC em camundongos.
Fonte: Bratti (2012)36

Legenda: A: pata saudavel, antes da exposi¢ado ao torniquete; B: durante a isquemia,
causando hipoxia tecidual, pata apresenta reducdo da temperatura e cianose; C: cinco
minutos apdés a reperfusdo, durante hiperemia intensa, a pata apresenta-se
ingurgitada com sangue e edematosa; D: quatro dias apds a reperfusdo, onde a
hiperemia e edema ainda estédo presentes e a pata mostra-se ressecada.

O modelo animal de lesdo do nervo periférico € utilizado para inducédo da
SDRC do tipo Il e para sua inducao, ocorre a exposicao e lesdo do nervo isquiatico.

Os animais desenvolvem resposta inflamatdria menos expressiva quando comparado
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ao modelo animal de IR, porém apresentam sintomas, como hiperalgesia mecanica.
Entre os modelos mais utilizados, cita-se também o modelo de fratura da tibia, onde
0S animais desenvolvem, trés a quatro semanas poOs inducdo, aumento na
temperatura da pata ipsilateral, edema, alodinia, diminuicdo do peso da pata e

osteoporose periarticular3?.

2.1.3 Acdo anti-inflamatéria do Omega-3

Os acidos graxos 6mega-3 e 6mega-6 sdo um grupo de acidos graxos poli-
insaturados (AGPIs, Figura 3), os quais desempenham fun¢Bes importantes na
estrutura e fluidez da membrana, bem como sinalizagdo celular. A diferenciagéo entre
Omega-3 e 6mega-6 € estrutural e funcional, sendo que a designacao refere-se a
ligacdo dupla no terceiro ou sexto carbono do grupo metil, respectivamente?’.

O 6mega-3 € denominado um AGPI essencial pois ndo é sintetizado pelo
corpo humano, sendo necessario sua ingestéo via dieta, mediante consumo de peixes
gordurosos de aguas frias, frutos do mar ou suplementacdo. Apds a ingestdo, o
metabolismo realiza a conversao do 6mega-3 em EPA e acido docosahexaenoico
(DHA) (Figura 4).
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Figura 3 — Vias metabdlicas e fontes dietéticas de 6mega-3 e 6mega-6

Fonte: Adaptado de Fabian, Kimler e Hursting (2015)3’

Legenda: Fontes dietéticas e vias metabdlicas dos acidos graxos dmega-3 e dmega-
6, resultando na producédo de mediadores pré-inflamatérios ou anti-inflamatérios. AA:
acido araquidoénico; ALA: acido alfa linolénico; DHA: acido decosahexaenoico; EPA:
acido eicosapentaenoico; LA: &cido linoleico.

O 6mega-3, mais especificamente, EPA e DHA sdo importantes para o
desenvolvimento da retina e cérebro, tendo grande influéncia no controle dos niveis
de colesterol sanguineo, funcdo cognitiva, assim como prevencao de diversas
doencas (depresséao, acidente vascular cerebral e Alzheimer). Além disso, possuem
importante propriedade anti-inflamatoria, devido a producdo de mediadores pré
resolutivos inflamatérios, denominados resolvinas, maresinas e protectinas®’."-38,

Sabe-se que a resolucéo da inflamacéo aguda € um processo ativo e que as
protectinas, maresinas e resolvinas desempenham um papel importante na resolugao
dainflamacéo, e apesar dos mecanismos pelo qual tal resolu¢g&o ocorrem néo estarem
totalmente elucidados, sabe-se que tais metabdlitos realizam a regulacéo da resposta
inflamatoria e resposta do hospedeiro a lesdo, assim como auxiliam na regulacéo de

processos infecciosos3%40,
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Figura 4 — Vias metabdlicas dos acidos graxos 6mega-3 e 6mega-6

Fonte: Adaptado de Fabian, Kimler e Hursting (2015)%’

Legenda: Vias metabdlicas dos acidos graxos 6mega-3 e 6mega-6 que resultardo na
producado de mediadores pro-inflamatorios (vermelhos) ou pro-resolutivos (verdes). Os
processos enzimaticos provenientes via cicloxigenase sdo representados pela cor
azul, e a via da lipoxigenase pela cor amarela. AA: acido araquidénico; ALA: acido alfa
linolénico; COX: cicloxigenase; DHA: &cido decosahexaenoico; EPA: acido
eicosapentaenoico; HDHA: acido hidroxidocosahexaenoico; HEPE: 4acido
hidroxieicosapentaenoico; HETE: &cido hidroxieicosatetraenoico; HODE: acido
hidroxioctadecadienoico; HPETE: &cido hidroperoxieicosatetraenoico; LA: &cido
linoleico; LOX: lipoxigenase; LT: leucotrieno; LX: lipoxinas; HX: hepoxilina;, MaR:
maresina; PD1: protectinas D1; PG: prostaglandina; Rv: resolvina; TX: tromboxano.

Um dos mecanismos de acdo pelo qual o 6mega-3 produz seu efeito anti-
inflamat6rio é por meio da cascata do acido araquidénico (AA) (bmega-6). Apos a
ocorréncia de um estimulo inflamatério, ocorre a liberacdo de AA das membranas
fosfolipidicas mediante acdo da enzima fosfolipase A2, bem como atracdo de
mondcitos e producdo de metabdlitos pro-inflamatérios. A partir da liberacdo de AA,
as enzimas COX-1 e COX-2 produzem prostaglandinas da série E2 e tromboxanos.
Ja as enzimas lipoxigenases (5-LOX, 12-LOX e 15-LOX) sdo responsaveis pela

geracao dos leucotrienos e lipoxinas da série quatro (Figura 2)%’.
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No metabolismo dos &cidos graxos 6mega-3, as enzimas COX e LOX
possuem a funcdo de produzir eicosanbéides com menor afinidade pelos seus
receptores, assim como produgéo das resolvinas, as quais blogueiam o recrutamento
de células inflamatorias e promovem a fagocitose. Mais especificamente, a acdo da
COX no EPA origina prostaglandinas da série trés e tromboxanos, enquanto que as
acOes da 5-LOX e 15-LOX produz leucotrienos da série 5 e resolvinas. De maneira
geral, as enzimas LOX estéo envolvidas na producéo de resolvinas derivadas também
do DHA e eventualmente, na producgao de neuroprotectinas. Dessa forma, a presenca
de 6mega-3, e consequentemente EPA e DHA, em guantidades suficientes em
relacdo ao AA, resulta em papel anti-inflamatério (Figura 2)3".

Os eicosanoides (prostaglandina Ez), produzidos a partir da cascata do AA,
induzem a produgéo de citocinas pro-inflamatérias. Com o aumento da ingestédo de
6mega-3 ocorre uma diminuicdo da quantidade de AA disponivel para a sintese de
eicosanoides, visto que os AGPIs da familia 6mega-3 e 6 sdo competitivamente
metabolizados. Além disso, apds a ingestdo de émega-3, EPA e DHA entram na
corrente sanguinea de forma relativamente rapida, sdo incorporadas na membrana
celular de fosfolipidios e inibem a ativacdo dos principais fatores de transcricdo, como
o NFkB, o qual aumenta a expressdo de genes que produzem as citocinas pro-
inflamatdrias pelas células envolvidas no processo inflamatério*'. Apesar da sua acédo
em antagonizar o metabolismo do AA possuir importante atividade anti-inflamatoria,
os acido graxos 6mega-3 podem inibir a producao de IL-1 e TNF-a por mondcitos,
assim como inibir a producéo de IL-6 e interleucina-8 (IL-8) por células endoteliais*?.

As resolvinas sao biossintetizadas endogenamente durante a resolucéo da
inflamacé&o e alguns subtipos (RVE1, RVE2, RVE3) deste metabdlito causam a inibigdo
da migracgédo de leucocitos e neutrdéfilos, assim como aumento da atividade fagocitica
dos macrofagos, acarretando na limpeza dos tecidos e retorno da homeostase
tecidual?®.

Na manutencdo da homeostase, assim como em doencas e processos
inflamatorios, os macréfagos possuem grande influéncia, sendo que sua acao pro ou
anti-inflamatoria esta diretamente relacionada ao fenétipo que adotam apos ativacao.
Os macroéfagos classicamente ativados (M1) produzem citocinas pro-inflamatorias (IL-
1, IL-6, TNF, entre outras) e os macréfagos alternativamente ativados (M2) participam

da secrec¢ao de citocinas anti-inflamatorias (interleucina-4 e interleucina-10) e reparo
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de tecidos. Estudos demonstram que resolvinas D1, maresinas D1, bem como seu
precursor DHA possuem grande potencial na modulacéo do fendtipo dos macrofagos.
Além disso, ha evidéncias de que quando niveis elevados de 6mega-3 estédo
presentes, concomitantemente a estimulos inflamatorios classicos, os macréfagos M1
presentes, secretam quantidades menores de IL-6, TNF-a e IL-1p%443,

O oOleo de peixe, principal fonte de EPA e DHA, tém demonstrado
propriedades analgésica e anti-inflamatoria em modelos animais de dor cronica. Os
estudos experimentais atribuiram aos AGPls 6mega-3, modulacdo da atividade
neuronal, regulacdo da resposta de células imunes, assim como a producdo de
mediadores lipidicos anti-inflamatérios, acarretando em potente resposta pro-
resolutiva®:.

Tém aumentado o numero de evidéncias sugerindo que a neuroinflamacao,
caracterizada por ativacdo de células gliais e geracdo de citocinas pro inflamatorias
no sistema nervoso periférico e central, desempenha um papel importante no
desenvolvimento e manutencdo da dor cronica. Os mediadores lipidicos pro
resolutivos derivados do 6mega-3 controlam a neuroinflamagéo por meio da inibicao
da ativacdo glial e liberacdo de TNF-a e IL-1B pelas células gliais**.

Recentemente, uma ampla quantidade de estudos tem demonstrado que a
ingestdo cronica de AGPIs 6mega-3 esta associada a uma reducdo da dor em
pacientes portadores de artrite reumatoide, doencas inflamatérias intestinais e
dismenorreia. Além disso, ratos tratados com uma alta proporcdo de n-6/n-3 dietético
apresentam um limiar acentuadamente aumentado para nocicepcdo térmica e dor
neuropatica, bem como forte efeito nociceptivo em modelos animais de nocicepc¢ao
quimica. A partir desses achados, comprova-se que 0s AGPIs n-3 constituem-se como
fatores mediadores no processamento da dor#4,

Apesar dos mecanismos pelos quais as resolvinas atuam na modulagao da
dor e inflamagé&o n&o estarem completamente elucidados, muitos estudos comprovam
suas propriedades anti-inflamatdéria e antinociceptiva. Os efeitos analgésicos das
resolvinas também sdo mediados por receptores acoplados a proteina G, como o
receptor para resolvina E1 (receptor para quimerina R23) e receptor para resolvina D1
(receptor acoplado a proteina G 32), os quais sdo amplamente expressos por células
imunes, gliais e neurbnios. Dessa forma, as resolvinas atenuam a dor anormal atraves

de multiplos mecanismos agindo sobre varios tipos de células, reduzindo o processo
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inflamatorio, ativacao glial e plasticidade sinaptica da medula espinal. Além disso, as
resolvinas também atuam por meio da inibicdo da via NF-kB diminuindo a sintese de
mediadores pré inflamatérios*’.

A familia dos genes receptores para peptideos formilados (FPR, do inglés,
formyl peptide receptor) possui trés membros identificados: FPR1, FPR2 e FPRS3, os
quais codificam receptores distintos e regulam naturalmente respostas inflamatérias.
Constituem-se como primeira linha de defesa contra infec¢do e inflamacéo, onde tém
sido estudadas e investigadas sua relagdo com recrutamento e ativacéo de leucdcitos.
A ativacdo do receptor FPR2/ALX pode resultar em potentes respostas prd ou anti-
inflamatorias, dependendo do tipo e concentracdo do ligante, tipo de ligacdo e
circunstancias. Estes receptores estdo presentes em células fagocitarias, células
endoteliais, células epiteliais, células da microglia, glandulas salivares, corneas, baco
e pulmao*e49,

Estudos demonstram que a resolvina D1 exerce sua propriedade anti-
inflamatoria interagindo com o receptor FPR2/ALX. A interacdo da RvD1 com o
FPR2/ALX parece produzir efeito pré-resolutivo por meio do controle da liberacdo da
citocina anti-inflamatéria IL-10 em macréfagos humanos, assim como reducdo da
migracdo de leucdcitos e polimorfonucleados durante o processo inflamatorio. Além
disso, a propriedade analgésica das resolvinas também € atribuida em partes a sua
capacidade de inibir as acdes dos canais idnicos de potencial transiente (TRP), como
TRPV1 e TRPA1, os quais tém sido fortemente implicados na génese da dor
inflamatoria*’-50.52,

Apesar da potente acéo analgésica das resolvinas, as mesmas nao interferem
no limiar de ativagcéo da via nociceptiva. Dessa forma, injecao intraplantar, intratecal
ou sistémica das resolvinas ndo afeta a sensibilidade térmica ou mecanica em estudos
experimentais. Em contraste, os analgésicos classicos como morfina, diminuem
drasticamente a sensibilidade fisiol6gica a estimulos dolorosos. Portanto, as
resolvinas podem servir como uma nova classe de analgésicos que atuam para
bloguear a dor sem alterar a sensibilidade normal, ndo apresentando os efeitos
colaterais citados dos analgésicos classicos?’.

Visto que a SDRC-I se trata de uma condicdo clinica incapacitante e que,
apesar de ja bem descrita na literatura, ndo possui um tratamento efetivo, sendo

atualmente tratada com diversos medicamentos inespecificos e que apresentam uma
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grande quantidade de efeitos adversos, o0 presente estudo mostra-se relevante em
abordar uma intervencédo diferente no tratamento dessa condicdo dolorosa. Nesse
estudo foram avaliadas as propriedades anti-inflamatdria e anti-hiperalgésica do
0mega-3 em um modelo animal de SDRC-I por meio dos ensaios bioquimicos e

comportamentais.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial anti-inflamatorio e anti-hiperalgésico da suplementacéo de

omega-3 em um modelo animal de SDRC-I em camundongos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Verificar em camundongos submetidos a IR da pata:

¢ O efeito da suplementacédo de dGmega-3 sobre a hiperalgesia mecanica,

e O efeito da suplementacdo de Omega-3 sobre a capacidade cognitiva
relacionada a dor;

e O efeito da suplementacéo de dmega-3 sobre a locomogéo espontanea;

¢ O efeito da suplementacdo de 6mega-3 sobre as concentracdes de citocinas

pro-inflamatérias na pata e medula espinal.
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4. METODOS

4.1 TIPO DE ESTUDO

A presente pesquisa possui natureza experimental e utilizou um modelo pré-

clinico, caracterizando-se como uma pesquisa basica®2.

4.2 MATERIAL E EQUIPAMENTOS

Foram utilizados: cetamina (Vetnil, Sdo Paulo, Brasil), xilazina (Ceva, Séao
Paulo, Brasil), fish oil 2000 mg (Natural Quanta, FL, EUA), fluoreto de fenil-metano-
sulfonil (PMSF) 100 mM, Na2HPO4 20 mM, Tween 20 0,05%), BSA (1%, 5%), kits de
ELISA (R&D Systems, Minneapolis, EUA).

Os equipamentos utilizados para os procedimentos de IR foram: balanca de
alta precisao (Shimadzu Corporation, Japao), anéis elasticos (Elastico Ligadura 000-
1237), monofilamento de von Frey (0,6 g) (VFH, Stoelting, IL, EUA), aparato de
esquiva ao estimulo mecéanico (Alumecril, Florianépolis, Brasil) programa Image Lab
(versdo 4.1; Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EUA), leitor de placas de ELISA
(Perlong DNM-9602, Nanjing Perlove Medical Equipment Co, Nanjing, China),
centrifuga refrigerada SL701 (Marca Solab).

4.3 ANIMAIS

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Neurociéncias
Experimental (LANEX) — Universidade do Sul de Santa Catarina (UNISUL). Foram
utilizados camundongos Swiss fémeas, obtidos do biotério central da Universidade
Federal de Santa Catarina (UFSC), pesando entre 30-40 gramas, com
aproximadamente 2 meses de vida. Foram aclimatados a 22+2°C, ciclo claro/escuro
de 12 horas, com livre acesso a racdo e agua. Os animais foram aclimatados no
laboratorio 1 hora antes dos experimentos e usados somente uma vez em cada
experimento. A selecdo de animais foi realizada durante a coleta de dados basais,
onde foram excluidos os animais que apresentaram frequéncia de resposta acima de
20% na avaliagdo da hiperalgesia mecéanica (von Frey). Esta pesquisa foi
encaminhada e aprovada pela Comissdo de Etica no uso de Animais (CEUA) da

UNISUL sob protocolo n° 18.050.4.01.1V. Todos os experimentos foram realizados de
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acordo com o Guia de Cuidados de Animais de Laboratério e Guia ético para

Investigacdes Experimentais da dor em animais conscientes®3,

4.4 DELINEAMENTO

O delineamento experimental, bem como testes e cronogramas de avaliacoes,
citocinas a serem dosadas, duragao do experimento, tempo e dose de suplementacao,
foram definidos de acordo com a literatura.

Este estudo foi composto por 2 etapas. Na primeira etapa foram realizados
experimentos para determinar os efeitos da suplementacao preventiva de 6mega-3
sobre a avaliacdo da hiperalgesia mecanica, bem como avaliagdo da locomocao
espontanea e capacidade cognitiva relacionada a dor dos camundongos submetidos
ao procedimento de IR, caracterizando os efeitos funcionais (comportamentais) do
Oleo de peixe. Nesta etapa foram utilizados os grupos e os respectivos procedimentos

descritos no quadro 2.

Quadro 2 — Os efeitos da suplementacdo preventiva com 6mega-3 sobre testes
comportamentais.

Grupos N Procedimento Tratamentos

Grupo 1 n=11 Falso Salina (50 ul/animall/i.g.)
Grupo 2 n=11 IR Salina (50 pl/animal/i.g.)
Grupo 3 n=11 IR Oleo de milho (1,5 g/kg, i.9.)
Grupo 4 n=11 IR Omega-3 (1,5 g/kg, i.g.)

Todos os grupos de animais do experimento receberam os respectivos
tratamentos diariamente durante 30 dias antecedentes a inducdo do modelo de
SDRC-I. As avaliacGes da hiperalgesia mecéanica foram realizadas no primeiro dia de
suplementacdo para coleta de dados basais. Apds o procedimento de IR, todos os
animais foram suplementados durante 14 dias e avaliados diariamente a partir do 4°
dia, sendo que as avaliacbes em decurso temporal do efeito do 6mega-3 ocorreram
no 4°, 7° e 14° dia p6s DPIC.

O teste do campo aberto para avaliagdo da locomocdo espontanea dos
animais ocorreu no 30° dia de suplementacéo, antes da inducdo do modelo de SDRC-

| a fim de verificar se a suplementacao cronica de 6mega-3 apresenta efeito sedativo.
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Ja o teste de esquiva ao estimulo mecanico foi realizado no inicio do experimento, a

fim de coleta de dados basais, apos 30 dias de suplementacédo e no 3° e 15° apos IR.

Figura 5 — Delineamento experimental dos efeitos da suplementagédo preventiva de
Omega-3 sobre ensaios comportamentais.
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A segunda etapa do experimento foi realizada a fim de determinar os efeitos
da suplementacado preventiva de 6mega-3 sobre parametro bioquimicos do processo
inflamatoério. Foram mensuradas as concentracdes das citocinas TNF e IL-1p na
medula espinal e musculo da pata dos camundongos. Nesta etapa foram utilizados os

grupos e os respectivos procedimentos descritos no quadro 3.

Quadro 3 - Os efeitos da suplementagéo preventiva com dmega-3 sobre parametros
bioquimicos.

Grupos N Procedimento Tratamentos

Grupo 1 n=11 Falso Salina (50 pl/i.g.)
Grupo 2 n=11 IR Salina (50 pl/i.g.)
Grupo 3 n=11 IR Oleo de milho (1,5 g/kg, i.g.)
Grupo 4 n=11 IR Omega-3 (1,5 g/kg, i.g.)

Os animais desse experimento foram tratados diariamente com édmega-3 ou
veiculo durante 30 dias antes da inducdo do modelo de SDRC-I. A morte indolor
assistida (MIA) dos animais ocorreu 24 horas ap0s o procedimento de IR (figura 6).
As amostras retiradas foram colocadas em tubos ependorfes e armazenadas em
freezer -80°C.
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Figura 6 — Delineamento experimental dos efeitos da suplementacédo preventiva de
Omega-3 sobre parametros bioquimicos.
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O namero de animais por grupo foi definido de acordo com a equacédo para a
determinacdo de uma amostra sem reposicdo®*. Para tal, foi utilizada a férmula: n =
(((z alfa + z beta) * s) / sigma) 2. 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 bi-caudal 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 consideracéo
ainda que experimentos bioldgicos 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 | ou Il

Dessa forma, estabelecido o valor do desvio padrdo em 35% do valor das
meédias, aplicando na formula citada, obtém-se: n = (((1,96 + 1,28) * 35) / 40) 2 = 8,0.
Conclui-se que seriam necessarios, no minimo, 8 animais em cada grupo
experimental.

Em decorréncia dos critérios de exclusdo estabelecidos (frequéncia de
retirada da pata na avaliacdo de hiperalgesia mecéanica), fixou-se uma perda total de
30%. Sendo assim, para cada grupo de 8 animais necessarios para 0s experimentos,

foram submetidos ao procedimento de IR 11 animais.
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4.5 TESTES
4.5.1 Testes comportamentais

4.5.1.1 Procedimentos para inducdo da SDRC-I

O modelo animal da SDRC-I foi induzido por meio da exposicéo prolongada
da pata direita do animal a isquemia, seguida de reperfusdo. O modelo seguiu o
descrito inicialmente para ratos® e adaptado para camundongos®. Dessa forma, os
camundongos foram anestesiados com uma injecéo intraperitoneal de tiopental (80
mg/kg, i.p.)®>> e um anel elastico com 1,2 mm de diametro interno foi colocado préximo
a articulacdo do tornozelo da pata posterior direita, diminuindo assim o seu fluxo
sanguineo por trés horas. Em seguida, o anel foi retirado, permitindo a

reperfusédos®°55 dos tecidos da pata.

4.5.1.2 Tratamento com 6mega-3

O tratamento preventivo com 6leo de peixe foi realizado por meio de gavagem,
via intragastrica, utilizando o Omega-3 (Natural Quanta, PA, EUA), 1.000 mg contendo
400 mg de EPA e 300 mg de DHA. Os animais receberam 50 pul do 6leo de peixe em
cada tratamento, correspondendo a aproximadamente 1,5 g/kg, dose previamente

utilizada em estudo experimental®,

4.5.1.3 Avaliacao da hiperalgesia mecéanica

A hiperalgesia mecanica foi avaliada utilizando monofilamentos de von Frey,
com carga de 0,6 g°°. Para a realizacdo do teste os animais foram colocados
individualmente em uma caixa de acrilico (9 x 7 x 11 cm) sem fundo, posicionada
sobre uma plataforma com malha de arame, a fim de permitir o acesso a superficie
plantar da pata dos animais. O teste consistiu na aplicacéo do filamento de von Frey
durante 5 segundos na pata posterior direita, atendendo aos seguintes critérios: i) a
aplicacdo foi realizada perpendicularmente a superficie plantar; ii) a pressao foi
suficiente para proporcionar a curvatura do filamento; iii) os animais foram avaliados

guando as quatro patas estavam acomodadas sobre a tela de apoio; iv) a resposta de
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retirada da pata foi considerada positiva quando o animal removeu totalmente a pata
da tela de apoio. O resultado do teste foi expresso em porcentagem de resposta
mediante a 10 aplicacbes do estimulo, onde as porcentagens indicaram presenca de
hiperalgesia mecéanica ou ndo, conforme escore obtido.

No dia anterior a inducédo do modelo de SDRC-I, os animais foram submetidos
ao teste de von Frey para determinacdo da resposta basal. Foram selecionados

apenas 0s animais que apresentarem uma porcentagem de resposta de até 20%.

4.5.1.4 Teste de esquiva ao estimulo mecanico

O teste de esquiva ao estimulo mecéanico (do inglés, Mechanical Conflict-
Avoidance System - MCAS) avaliou a capacidade cognitiva relacionada a dor no
modelo de SDRC-I. O teste foi realizado em um aparato que apresenta trés camaras
de acrilico vermelho transparente. A camara 1 de 12,5 cm3, é iluminada com LED,
servindo como um estimulo levemente aversivo, a fim de incentivar a "fuga" do animal
para as camaras escuras. Essa camara com luz de LED é separada do restante da
unidade por uma barreira movel. A camara 2 é a camara de teste com 27 cm de
comprimento que liga as cdmaras 1 e 3. A camara 3 também com 12,5 cm3 é escura
e fica na extremidade oposta a camara 1. O piso da camara 2 do aparato € composto
por sondas de aco de aproximadamente 0,5 mm de diametro e 2 mm de altura, as
quais promovem um estimulo mecanico nas patas dos animais. Para o teste, 0s
animais foram colocados na camara 1 com a barreira fechada. O LED foi aceso ap6s
15 segundos e a barreira removida 20 segundos depois. O tempo que 0s animais
levaram para sair da camara 1 e cruzar o ponto médio da camara 2 foi usado como

medida de resultado experimental®’.

4.5.1.5 Teste do campo aberto

Para verificar o efeito da suplementacdo com 6mega-3 no modelo de SDRC-
| e possivel indugéo de efeito sedativo nos animais, a fungéo locomotora espontanea
foi avaliada por meio do teste do campo aberto. O aparato consiste em uma arena
guadrada de madeira com 40 x 40 x 40 cm de dimensdes. Os animais foram colocados

individualmente no centro do aparato, permitindo que explorassem livremente por um
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periodo de 5 min®8. O comportamento exploratério do animal foi filmado e
posteriormente foram avaliadas a distancia total de locomocéo percorrida (em metros)
e a velocidade maxima (metros/segundos) utilizando-se o software ANYmaze®
(Stoelting, USA). O aparato foi limpo com uma solucdo de etanol a 10% entre os

testes, a fim de evitar indicios de odor animal.

4.5.2 Ensaios bioquimicos

4.5.2.1 Analise das concentracdes de citocinas por meio de ensaio de imunoabsorcéo
ligado a enzima

Para a andlise de citocinas foram retiradas as amostras da medula espinal e
musculo da pata direita de todos os animais 24 horas apés a inducdo do modelo de
DPIC. Apés a remocao, as amostras foram colocadas em tubos e armazenados em
freezer -80°C. Foram homogeneizadas em tampéo fosfato (PBS) contendo: Tween 20
(0,05%), fenilmetilsulfonilfluoreto (PMSF) (0,1mM), acido etileno-diamino-tetra-acético
(EDTA) (10 mM), aprotinina (2 ng/ml) e cloreto de benzetbnio (0,1 mM).
Posteriormente, foram centrifugadas a 6900 x g por 10 minutos (4°C), sendo que o
sobrenadante foi coletado e estocado a -80°C, para analise. O conteudo proteico total
do sobrenadante foi mensurado utilizando o método de Bradford®®, assim como uma
curva padrdo de calibracdo com albumina do soro bovino (BSA) (0,05 a 0,5 mg/ml).
Aliguotas de 100 uL foram utilizadas para mensurar as concentracdes das citocinas:
TNF e IL-1pB; através de kits de ELISA (do inglés, Enzyme Linked Immuno Sorbent
Assay) Duoset para camundongos (R&D Systems, Minneapolis, MN, EUA) de acordo
com instrucdes do fabricante. Para a mensuracao das concentracdes das citocinas foi
utilizada a interpolacdo de uma curva padrédo de 7 pontos, por mensuracao
colorimétrica a 450 nm (corrigidas pela subtracéo da leitura a 550 nm) em um leitor de
placas (Perlong DNM-9602, Nanjing Perlove Medical Equipment Co, Nanjing, China)

e os valores finais foram expressos como pg/mg de proteina.
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Quadro 3 — Variaveis do estudo
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Variaveis Tipo Natureza Proposta de
utilizacao
Frequéncia de resposta de Dependente Quantitativa Porcentagem da
retirada da pata ao estimulo continua de frequéncia de
mecanico (hiperalgesia razao resposta (média £
mecanica) desvio padrao)
Teste de esquiva ao Dependente Quantitativa Laténcia em
estimulo mecanico continua segundos
Atividade locomotora Dependente Quantitativa Distancia percorrida
continua Velocidade maxima
ConcentragOes teciduais de | Dependente Quantitativa Picograma por mg/
TNF e IL-18 continua proteina (média
desvio padrao)
Suplementacédo de 6mega-3 | Independente Qualitativa Sim/néo
nominal
Isquemia reperfuséo da Independente Qualitativa Sim/néo
pata nominal

4.7 PROCESSAMENTO E ANALISE DOS DADOS
4.7.1 Andlise estatistica

Os resultados foram apresentados como média + desvio padrdao (DP) para
cada grupo. Inicialmente, foi aplicado o teste de normalidade Shapiro-Wilk para avaliar
a normalidade dos dados. O teste da hiperalgesia mecanica foi analisado usando
ANOVA de duas vias, seguida pelo teste de Bonferroni. O teste de esquiva ao estimulo
mecanico, bem como o teste de campo aberto e mensuracdo de citocinas pro
inflamatorias foram analisados usando o teste t ndo pareado. Em todas as analises,
valores de p menores que 0,05 foram considerados estatisticamente significativos. As
estatisticas foram calculadas usando o software Graph-Pad Prism 5.0 (San Diego, CA,
EUA, 2009).

4.8 ASPECTOS ETICOS DA PESQUISA

O projeto foi encaminhado e aprovado (protocolo n° 18.050.4.01.1V) pela
CEUA da UNISUL (ANEXO A). Os experimentos foram realizados de acordo com o

guia de cuidados de animais de laboratério e guia ético para investigacoes
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experimentais da dor em animais conscientes®, assim como foram utilizados os
aspectos éticos da Diretriz Brasileira para o Cuidado e a utilizacdo de Animais para
fins cientificos e didaticos — DBCA, 2016. Sendo que tal Diretriz, assim como a
legislagdo brasileira, estabelece a responsabilidade primaria em determinar se a
utilizacao de animais for devidamente justificada e garante a adeséo aos principios de
substituicao (replacement), reducao (reduction) e refinamento (refinement). O nimero
de animais que foram utilizados e a intensidade dos estimulos nocivos foram o minimo
necessario para demonstrar o efeito do tratamento recebido.

A MIA dos animais foi realizada mediante utilizacéo de injecao intraperitoneal
de uma dose excessiva de anestésico de acordo com a resolucdo 1000, de 12/05/2012
— Conselho Federal de Medicina Veterinaria, sob a supervisdo de médico veterinario
responsavel. A dose foi obtida por meio da mistura de xilazina (100 mg/kg) e cetamina

(200 mg/kg), e foi injetado em cada animal 0,7 ml.
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5. ARTIGO CIENTIFICO

Essa sessdo sera apresentada no formato do artigo cientifico que sera

submetido na revista Neuroscience - Elsevier.
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ABSTRACT

Introduction: Complex regional pain syndrome type | (CRPS-I) is characterized as a
chronic and disabling clinical condition that poorly responds to different treatments.
The role of omega-3 polyunsaturated fatty acids in the prevention and treatment of
inflammatory disorders is well described in the literature. Despite the proven anti-
inflammatory effects of omega-3, there are few studies in the literature evaluating its
therapeutic benefits in different types of pain.

Aim: We evaluated the potential anti-inflammatory and antihyperalgesic effects of
preventive omega-3 supplementation in an animal model of CRPS-I in mice.
Methods: Female mice were supplemented for 30 days with omega-3 before the
induction of the CRPS-I model and 14 days after. Mechanical hyperalgesia was daily
evaluated from the 4th day after ischemia and reperfusion (IR) procedure until the 14th
day. The animals were also submitted to the pain-related cognitive ability test and
spontaneous locomotor activity analysis. In addition, other female mice were
supplemented for 30 days with omega-3 and then subjected to the IR procedure.
Twenty-four hours later, assisted painless death was conducted and samples of the
spinal cord and right posterior paw muscle were taken to measure the proinflammatory
cytokine TNF and IL-13 concentrations.

Results: Preventive omega-3 supplementation elicited antihyperalgesic effects and
reduced the concentrations of proinflammatory cytokines TNF in the spinal cord and
IL-1B8 in the paw muscle of mice subjected to IR. No changes were found in the
spontaneous locomotion of animals supplemented with omega-3.

Conclusion: Preventive omega-3 supplementation was effective in reducing
mechanical hyperalgesia, as well as producing anti-inflammatory effects reducing
proinflammatory cytokine concentrations. The 30-day supplementation at the tested
dose was safe and effective in the CRPS-I animal model and presented no sedative

effects.

Keywords: Pain. Preventive supplementation. Pain following chronic ischemia.

Omega-3 polyunsaturated fatty acids.
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6. CONCLUSAO

Através dos achados desse estudo, pode-se concluir que:

1- A suplementacéo preventiva de dmega-3 foi eficaz na reducéo da hiperalgesia
mecanica nas fases aguda (inflamatdria) e crénica (neuropética) do modelo
animal da SDRC-I.

2- A suplementacéo preventiva de 6mega-3 ndo apresentou efeito significativo no
teste da capacidade cognitiva relacionada a dor.

3- A suplementacéo preventiva de 6mega-3 apresentou efeito anti-inflamatdrio,
uma vez que reduziu as concentra¢des das citocinas pro inflamatérias TNF na
medula espinal e IL-1B no musculo da pata posterior direita dos animais
submetidos ao procedimento de IR.

4- A suplementacdo preventiva e cronica de omega-3, de 30 dias, na dose
testada, n&o alterou a locomogao dos animais, mostrando-se segura e eficaz.

Em suma, em um modelo nado-clinico da SDRC-I em camundongos, a
suplementacao preventiva de 6mega-3 mostrou efeito anti-hiperalgésico acumulativo
e prolongado da hiperalgesia mecéanica apresentou maior significancia e durabilidade
(horas) conforme maior periodo de suplementacdo (dias). Os achados do presente
estudo estendem e corroboram com os dados da literatura, jA que apresenta os
beneficios da suplementacdo de 6mega-3 em um modelo animal da SDRC-I,
avaliando as fases aguda (inflamatéria) e cronica (neuropatica) do modelo. Além
disso, apresenta também uma dose segura e eficaz de suplementacao de 6mega-3
em camundongos, na condi¢cao estudada.

Como perspectivas futuras, pretende-se aprofundar a andlise do mecanismo
de acado da suplementacdo de 6mega-3 no efeito anti-hiperalgésico no modelo de dor
da SDRC-I estudado, como por exemplo, avaliar em diferentes tempos o perfil de

citocinas anti-inflamatorias e pré-resolutivas.
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intitulada "Avaliagao do potencial anti-inflamatério, pds-resolutivo e anti-hiperalgésico da
suplementagdo de dmega-3 em um modelo animal da sindrome da dor regional
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an fila Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensing)
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