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RESUMO

A artrite € uma condicdo inflamatéria que afeta as articulacdes sinoviais. Os sintomas mais
relevantes sdo aumento da sensibilidade a dor nas articulagdes e edema. Uma possivel
alternativa para o tratamento adjuvante da doenca € a inclusdo de nutracéuticos na dieta oral.
No presente estudo foi realizado o pré-condicionamento com misturas de 6leos dmega 3, 6 € 9
em um modelo experimental de artrite aguda em ratos por zymosan (Zy). O objetivo deste
trabalho foi avaliar os efeitos anti-inflamatério e antinociceptivo das misturas (MIX) de 6leos,
contendo elevada relacdo ®-9/w-6 (3,4:1) e baixa relacdo ®-6/w-3 (1,4:1) na artrite por Zy. As
misturas oleosas continham diferentes fontes de ®w-3: MIX-1, contendo o acido a-linolénico;
MIX-2, os 4cidos a-linolénico, eicosapentaendico e docosaexaendico, e o MIX-3, os 4dcidos a-
linolénico e docosaexaendico. Os dcidos graxos monoinsaturados ®-9 tém acdo antioxidante,
os poliinsaturados ®-3 possuem acdo anti-inflamatéria, enquanto os ®-6 sdo pro-
inflamatérios. Foram utilizados 30 ratos Wistar machos com peso médio corporal de 180-200
gramas, para cada grupo experimental. Os animais foram distribuidos, aleatoriamente, em
dois grupos: o Controle (n=12) e o Teste (n=18). O grupo controle foi subdividido em dois
grupos: Controle negativo cujos animais receberam dgua, por via orogéstrica, durante 7 dias
(n=6). Controle positivo, cujos animais ndo receberam nenhum dos MIX, durante esses sete
dias e foram tratados com dexametasona (DEXA- n=6) no dia do experimento (dia 8). O
grupo Teste foi subdividido em trés grupos de 6 animais submetidos a administragao
orogastrica de MIX-1, MIX-2 e MIX-3, respectivamente. No 8° dia, em todos os grupos
(Controle e Teste) foi induzida a artrite por meio de uma injecdo intrarticular (i.a.) de
zymosan (1mg/50uL) no joelho direito. As varidveis avaliadas foram: a incapacitagdao
articular (I.A.), migracdo de leucdcitos, atividade de mieloperoxidase (MPO), edema articular,
permeabilidade vascular, imunomarca¢do de iNOS e NF-kB e andlise histopatolégica. Ainda
foram realizados os testes de hipernocicep¢ao induzida por carragenina e PGE2. Os resultados
demonstraram uma diminui¢do significante (p<0,05), durante a 3* hora da L.A. (pico de
incapacitacdo) de todos os grupos pré-condicionados com as misturas (MIX-1, 2 e 3) a
semelhan¢a do controle positivo por DEXA. Em relagcdo a migracdo de leucdcitos para o
liquido sinovial, todos os grupos pré-condicionados com (MIX-1, 2, e 3) apresentaram
significante reducdo da migracdo (p<0,05) acompanhado da diminui¢io do nimero de
neutréfilos e da atividade da MPO (p<0,05) a semelhanca do grupo tratado com DEXA. O
edema foi inibido (p<0,05) assim como, também, houve uma reducdo da permeabilidade

vascular em todos os grupos pré-condicionados com diferencas significantes (p<0,05), sendo



o efeito maior do MIX-3 (p<0,001) em relacdo aos outros. A andlise histopatoldgica
demonstrou uma diminui¢do do infiltrado celular e prevencdo da perda da integridade da
capsula articular de forma significante (p<0,05) para os MIX-1 e 2. A marcagao para iNOS e
NF-kB mostrou uma diminui¢do nos grupos MIX-1, 2 e 3, igualmente como no grupo da
DEXA. Na andlise do efeito antinociceptivo no modelo de hiperalgesia mecanica plantar
induzido por carragenina, todos os MIX demonstraram efeito inibitdrio significante (p<0,05),
assim como a indometacina, firmaco usado no controle positivo. Entretanto, isso nao foi
observado na hiperalgesia induzida por PGE2. Os resultados sugerem que o pré-
condicionamento com os MIX- 1, 2 e 3 possuem efeitos antinociceptivos e anti-inflamatdrios,
diminuindo, também, a expressdo de iNOS e NF-kB no tecido sinovial. Porém, o efeito

antinociceptivo parece ser indireto e decorrente do seu efeito anti-inflamatério.

Palavras-chave: Pré-Condicionamento. Acidos Graxos Omega 3,6 ¢9. Artrite. Zymosan.



ABSTRACT

Artritis is an inflammatory condition that affects synovial articulations. The most relevant
manifestations are decreased pain threshold and edema. A possible alternative as adjuvant
therapy to this disease is the inclusion of nutraceutics in the diet. In the present study
preconditioning with mixes of oils omega 3, 6 and 9 was used at an experimental model of
acute artritis induced by zymosan (Zy) in rats. The objective of this study was to evaluate the
antiinflammatory and antinociceptive effects of these mixes which contain high omega-
9:omega-6 ratio (3.4:1) and low omega-6:omega-3 ratio (1.4:1). These oil mixes contained
different sources of omega-3: Mix 1 with alfa-linolenic acid, Mix 2 with alfa-linolenic,
eicosapentanoic and docosaexanoic acids, and Mix 3 with alfa-linolenic and docosaexanoic
acids. The monoinsaturated omega-9 fatty acids present antioxidant action whereas the
poliinsaturated fatty acids omega-3 present antiinflammatory effects and the omega-6 fatty
acids are proinflammatory. Thirty male wistar rats weighing 180-200g were used, for each
experimental group. The animals were randomly distributed in two groups: Control (=12) and
Test (n=18). The Control group was subdivided into groups: Negative Control whose animals
received water orogastrically during 7 days (n=6), and Positive Controls whose animals
received no oil mixes during 7 days but were treated with either dexametazone (DEXA — n=6)
at the experiment day (day 8). The Test group was distributed into three groups of 6 rats
subjected to orgastric administration of mixes 1, 2 and 3. On day 8 all animals had artritis
induction by intraarticular injection of zymosan (1mg/50microlitters) in the right knee.
Analised variables were articular incapacitation (A.l.), leucocyte migration, mieloperoxidase
(MPO) activity, articular edema, vascular permeability, articular capsule immunostain for
iNOS and NF-kB and histopathological analysis. Hypernociception was induced by
carrageenan and PGE2. Results demonstrated a significant decrease (p<0.05) in A.L. during
the third hour in animals preconditioned with mixes 1, 2 and 3, to level similar to that of those
treated with DEXA. As concerned to leucocyte migration, there was a significant reduction
(p<0.05) in the number of leucocytes in the aticular wash in rats preconditioned with all three
mixes, as well as decreased activity of MPO (p<0.05) similar to what was found in animals
treated with DEXA. Edema was inhibited and vascular permeability diminished in all groups
preconditioned with all mixes (p<0.05). In animals of Mix 3 the decrease in vascular
permeability was even more pronounced as compared to all other groups (p<0.001).
Histopathology analysis showed a decrease in cellular inflitration and prevention from loss of

articular capsule integrity in rats preconditioned with mixes 1 and 2. Immunohistochemical



stain for iNOS and NFkB was significantly smaller in rats of groups 1, 2 and 3, similar to that
of DEXA group. All oil mixes showed a significant inhibitory effect (p<0.05) as concerned to
antinociception through the use of a model of plantar mecanic hiperalgia induced by
carrageenan, similar to that of rats of INDO group, a drug used in the positive control . On the
other hand, the same did not occur when hiperalgia was induced by PGE2. The results
therefore suggest that preconditioning with mixes 1, 2 and 3 present antiinflammatory and
antinociceptive effects, as well as decreases synovial expression of iNOS and NFkB.
However, the observed antinociceptive effect appears to be indirect and due to the

antiinflammatory effect.

Keywords: Preconditioning. Omega 3, 6 and 9. Fatty acids. Artritis. Zymosan.
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1 INTRODUCAO

As afecgdes articulares englobam um grande nimero de doencas que tém em comum o
comprometimento do sistema musculoesquelético, ou seja, ossos, cartilagem, estruturas
periarticulares (localizadas préximas as articulacdes, tenddes, ligamentos e fdscias) e/ou
miusculos. Destacam-se por serem altamente prevalentes, afetando 3 a 8 % da populagdo
mundial. Esta realidade provoca importante impacto médico, social e econdmica decorrente
de sua significante frequéncia na populagcdo causando o afastamento no trabalho e do gasto
das entidades publica e privada (BRESSAN, 2005).

Segundo relatério da Organizacdo Mundial de Saide (OMS), as condicdes reumaticas
ou musculoesqueléticas compreendem mais de 150 doencas e sindromes que sdo
frequentemente progressivas e associadas com dor. Dentre as condi¢des com maior impacto
na sociedade incluem-se a artrite reumatdide, as osteoartrites, as espondiloartropatias
(espondilite anquilosante, artrite reativa, etc.), a osteoporose, as desordens espinhais e o
trauma severo de membros (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2003 apud
BRESSAN, 2005).

Dentre as vdrias artropatias, a artrite reumatéide (reumatoid arthritis, AR) € a artrite
inflamatéria mais comum (prevaléncia mundial estimada em 0,8%) (BRAUN; SIEPER, 2002)
e a maior causa de invalidez. O processo inflamatdrio pode ser gerado em decorréncia de uma
lesdo tecidual, do contato do organismo com agentes infecciosos como bactérias, virus e
fungos ou ainda, de forma inapropriada por meio do reconhecimento de componentes do
organismo como sendo ndo préprios pelo sistema imune. Neste ultimo caso, a inflamacdo
acaba sendo prejudicial ao organismo, contribuindo para o estabelecimento das lesdes
teciduais como as que ocorrem em algumas doencas inflamatérias, entre elas a AR
(WEISSMANN; KORCHAK, 1984; WEISS, 1989).

A dor é um dos principais sintomas da AR, levando o paciente a procurar tratamento,
uma vez que esta incapacita a realizac¢do de atividades didrias, comprometendo a qualidade de
vida do individuo (PINTO, 2010). A terapéutica convencional de primeira escolha sdo os anti-
inflamatérios ndo esteroidais, drogas modificadoras da doenca e glicocorticéides. Porém o
uso, em longo prazo, dessas drogas resulta em desordens hepdticas e gastrointestinais
somadas aos custos elevados desses farmacos quando usados ao longo do tratamento

(OLIVEIRA, 2013).
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Uma alternativa para o tratamento adjuvante dessa doenca pode vir a ser a inclusdo de
alguns nutrientes isolados, ou combinados, administrados em doses farmacoldgicas,
classificados como nutracéuticos ou farmaconutrientes. Estes nutrientes t€ém sido utilizados
como modificadores da resposta bioldgica exercendo acdes antioxidantes (dcidos graxos
monoinsaturados ®-9), acdes anti-inflamatdrias (dcidos graxos poliinsaturados ®-3) e acodes

pro-inflamatorias (4cidos graxos poliinsaturados ®-6). Quando a relagdo entre ®-9 e ®-6 €

(€N

maior que 1 (0-9/w-6 > 1), ocorre funcdo anti-oxidante. Quando a relagdo entre ®-6 e ®-3
menor que 4 (0-6 /®-3<4), uma funcio anti-inflamatéria é desencadeada (VASCONCELOS,
2013).

Esse estudo mostra pela primeira vez, a luz da literatura consultada, o efeito, por via
oral, do uso de misturas de lipidios (dcidos graxos) -3, 6 e 9, ofertadas antes do
estabelecimento do processo inflamatoério (pré-condicionamento) em modelo de artrite aguda

experimental induzida por zymosan.

1.1 Pré-condicionamento

Pré-condicionamento € um conceito no qual um organismo, quando € exposto
propositalmente a um estimulo, seja este nocivo ou ndo, hd o estabelecimento de maior
resiliéncia, tolerancia ou protecdo contra uma situagdo adversa subsequente. O pré-
condicionamento sugere, portanto, a necessidade de exposicao a uma condi¢do prévia frente a
uma situacdo posterior. A vacinacdo e a pratica de atividade fisica sdo exemplos comuns de
pré-condicionamento (PINHEIRO, 2011). Existem na literatura dois tipos de pré-
condicionamento relatados: o pré-condicionamento isquémico (nocivo) e o nutracéutico (ndo
Nnocivo).

O pré-condicionamento isquémico € a técnica por meio da qual uma isquemia breve e
subletal protege um tecido de lesdes isquémicas subsequentes mais graves (BHUIYAN; KIM,
2010; STAGLIANO et al., 1999). Murry, Jennings e Reimar (1986) descreveram em um
modelo experimental de oclusdo intermitente de artérias corondrias (5 minutos de oclusio
seguidos por reperfusdo), protecdo miocardica contra um evento isquémico mais intenso (40
minutos de oclusdo). O conceito de pré-condicionamento isquémico ja havia sido aplicado ao
cérebro por Pérez-Pinzon et al. (1996).

Quanto ao pré-condicionamento nutracéutico, ¢ um método no qual sdo utilizados
suplementos alimentares que contém a forma concentrada de um composto bioativo com a

finalidade de melhorar a saiide em doses que excedem aquelas que poderiam ser obtidas da
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dieta alimentar (ZEISEL, 1999). O termo nutracéutico, ou farmaconutriente, faz referéncia a
um alimento, ou parte de um alimento, capaz de proporcinar beneficios a satude, incluindo
prevencdo e/ou tratamento de doencas (ANDLAUER; FURST, 2002). Esses produtos podem
incluir desde nutrientes isolados, suplementos dietéticos na forma de suplementos orais e
capsulas, até produtos beneficamente projetados, e alimentos processados tais como cereais,
sopas e bebidas. Podem ser classificados como nutracéuticos as fibras dietéticas, acidos
graxos poliinsaturados, proteinas, peptidios, aminoécidos ou cetoacidos, minerais, vitaminas
antioxidantes e outros antioxidantes. Em suma, € uma substincia de ocorréncia natural, com
evidente efeito benéfico a saude, que faz parte como ingrediente de alimentos especificos,
alimentos funcionais ou suplementos alimentares (MORAES; COLLA, 2006).

O trauma e procedimentos cirurgicos podem induzir alteracdes graves no sistema
imunolégico, o que resulta em uma elevacdo das taxas de complicacdes pOs-operatorias,
sépticas e inflamatdrias. Até mesmo a imunonutricio pds-operatdria realizada de forma
agressiva ndo € capaz de prevenir a Imunossupressio na primeira semana apds o
procedimento, podendo apenas melhorar, e ndo reverter, a resposta imunoldgica e catabdlica
ao trauma (SENKAL et al., 1999).

Embora vérios fatores influenciem a recuperacdo do paciente, tais como dietas
imunomoduladoras, técnicas de assepsia e habilidade cirdrgica, a terapia nutricional é uma
estratégia potencialmente benéfica para reduzir infecgdes e melhorar a morbidade. Estudos
prévios indicam que o estado nutricional pré-operatério € um importante fator preditivo de
complicagdes pds-operatérias, uma vez que afeta de forma considerdvel a imunidade e a
resposta inflamatéria (NAKAMURA et al., 2005; XU et al., 2006; ZHENG et al., 2007).
Portanto, iniciar imunonutri¢do no periodo pré-operatério é, provavelmente, mais efetivo, por
melhorar o estado nutricional e reduzir as complicagdes pds-operatérias (SENKAL et al.,
1999).

O periodo mais indicado para se iniciar uma suplementa¢do parece ser antes do evento
traumatico, ou seja, no periodo pré-operatério. Varios ensaios mostraram efeitos benéficos da
suplementagao de substancias como arginina, dcidos graxos essenciais e dcidos nucléicos em
periodo de 5 a 7 dias antes do ato cirdrgico, provocando diminui¢ao de 30 a 50% nas taxas de
complicagdes (MARTINDALE; McCLAVE; McCARTHY, 2013). Essa observagdo encoraja
a idéia atual de que os nutrientes capazes de modular funcdes imunoldgicas/inflamatorias
devem ser administrados antes da cirurgia, para que, no momento do traumatismo, ja se tenha
elevacdo de seus niveis teciduais e plasmaticos (TORRINHAS; RODRIGUES;

WAITZBERG, 2013). A terapia nutricional especializada, com o uso de imunonutrientes ou
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nutracéuticos, pode ser considerada uma forma de profilaxia contra a morbidade pds-
operatoria (WAITZBERG et al., 2006).

H4 algumas publicacdes que remetem ao conceito de pré-condicionamento em varios
trabalhos. O emprego da ornitina alfa-cetoglutarato na isquemia-reperfusao intestinal em ratos
diminuiu a lesdo tecidual (GONCALVES, et al., 2011). O uso do dipeptideo L-alanil-
glutamina reduziu a peroxidacgdo lipidica na isquemia e protegeu o testiculo de ratos contra o
estresse oxidativo (LEITAO et al., 2011). Este dipeptideo também restringiu a lesdo de
isquemia e reperfusdo promovendo protecio hepdtica no figado de ratos (ARAUJO JUNIOR
et al., 2011). O uso endovenoso de l-alanil-glutamina (50g) no periodo pré-operatorio
imediato atenuou os danos em tecidos musculares e protegeu contra o estresse oxidativo em
pacientes com isquemia critica em membros inferiores submetidos a revascularizacao arterial
(ALVES et al., 2010). Este dipeptideo, administrado por via endovenosa na dose de 0,5g/kg
de peso diminuiu a resposta inflamatéria aguda no periodo pds-operatério imediato em
criancas submetidas a palatoplastia (CUNHA FILHO et al., 2011). Estudos experimentais de
isquemia/reperfusdo cerebral demonstraram reducdo do estresse oxidativo, da degeneracdo
nuclear e da morte celular em cérebros de Gerbils da Mongdlia pré-condicionados com I-
alanil-glutamina (PIRES et al., 2011).

Estudo relacionando pré-condicionamento com o uso de 4cidos graxos 6mega-3 foi
publicado por Abdukeyum, Owen e McLennan (2008), no qual os autores demonstraram
limita¢do da lesdo cardiaca isquémica e infarto do miocdrdio em coracdo de rato, de forma
semelhante ao pré-condicionamento isquémico (estimulo nocivo). J4 no estudo de Coelho et
al. (2011), o pré-condicionamento com &cidos graxos Omega-3 minimizou a isquemia e
reperfusdo hepdtica em modelo experimental em rato. McGuinness et al. (2006)
demonstraram que os acidos graxos 6mega-3 utilizados protegeram o miocardio diminuindo o
tamanho do infarto por dois possiveis mecanismos: elevacdo da regulacdo de HSP-72 e
aumento da presenca de 6mega 3 nas membranas miocardicas.

Ha estudos reportados na literatura sobre o pré-condicionamento com mistura de 6leos
omega 3, 6 e 9. Pinheiro et al. (2011), verificaram que tais misturas de 6leos protegeram os
neurdnios cerebrais da lesdo de isquemia e reperfusdo em ratos. Vasconcelos (2013) utilizou o
pré-condionamento com misturas de 6leos, e demonstrou redu¢do das caracteristicas da
inflamacao cronica na periodontite experimental. Por outro lado, em estudos clinicos, Tavares
(2013) e Cavalcante (2013) ndo demonstraram diferenca em marcadores inflamatérios e de
estresse oxidativo em pacientes pré-condicionados com suplemento oral contendo arginina e

Oleos dmega 3,6 ¢ 9.
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1.2 Inflamacao

A inflamacdo ou flogose (do latim inflamare, do grego phlogos, que significa pegar
fogo) é uma reacdo complexa dos tecidos conjuntivos vascularizados em resposta a estimulos
endogenos ou exdgenos que podem causar dano celular (BRASILEIRO FILHO, 2011). Esse
mecanismo de defesa do organismo tem como objetivo destruir, imobilizar ou diluir o agente
lesivo que podem ser estimulos agressores de origem quimica (toxinas, substancias cdusticas),
fisica (radiacdo, trauma, queimaduras) ou bioldgica (bactérias, virus) IWALEWA et al,,
2007; ROBBINS; CONTRAN, 2005). Os estimulos enddgenos seriam derivados de
degeneracdes ou necroses tissulares e de alteracdes na resposta imunoldgica, por
imunocomplexos ou reacdes autoimunes. J4 os exdgenos podem ser atribuidos a agentes
fisicos, quimicos e/ou biolégicos (PEREIRA; BOGLIOLO, 2004). Essa resposta inflamatdria
localizada se instala para eliminar o agente de lesdo ensejando iniciar a recuperagcdo da
integridade tecidual local (SCHMID-SCHONBEIN, 2006; GALLIN; SNYDERMAN, 1999;
MAIJNO, 1961).

Cada estimulo provoca um padrdo de resposta inflamatéria, proporcional a sua
intensidade, porém com variagdo relativamente pequena em sua natureza. Essas variacdes
resultam na necessidade de abordagens corretivas diferentes para cada situacdo (INSEL,
1996; GALLIN; SNYDERMAN, 1999).

A capacidade em desenvolver uma reposta inflamatéria € fundamental a sobrevivéncia
em vista dos patdgenos e lesdes ambientais. Estes tipos de reacdes foram mantidos durante o
processo evolutivo em organismos superiores. Sao classificadas em duas formas: aguda e
cronica. A forma aguda € de curta duragdo (minutos, horas ou poucos dias) e sua principal
caracteristica € a exsudacao do fluido ou proteinas para o intersticio, o que provoca edema e
migracdo leucocitaria (MAJNO, 1961b; JAMES et al., 2007). A forma cronica é de longa
duracdo (semanas, meses ou anos), pode ser precedida pela forma aguda, entretanto, pode
surgir de maneira insidiosa, como resposta de baixo grau, latente e, muitas vezes,
assintomética (ROBBINS; CONTRAN, 2005; MEDZHITOV, 2008). Esta forma pode estar
associada a presenca de linfécitos, macréfagos, proliferacdo de vasos sanguineos, fibrose e
necrose tecidual (DRAY, 1995; ROBBINS, CONTRAN, 2005; MEDZHITOV, 2008). No
entanto, o estado de inflamacao cronica subclinica gera lesao tecidual incipiente por meio da
ativacdo constante do sistema imune inato (FELDMANN et al., 2004), podendo causar futura

manifestagdo de doencas cronicas ndo transmissiveis, como as cardiovasculares, diabetes,
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obesidade, cancer, dentre outras. O mecanismo pelo qual estes mediadores pré-inflamatoérios
levam a manifestacdo dessas doencas parece envolver a atenuagdo da atividade insulinica,
mobilizacdo de gorduras, disfun¢do endotelial e estresse oxidativo (RODRIGUEZ-VITA;
LAWRENCE, 2010).

A inflamacido, por ser um mecanismo de defesa natural, consiste em uma cascata de
eventos celulares e microvasculares, organizados temporalmente, envolvendo a interagcdo
entre diferentes tipos de células inflamatdrias, dentre eles incluindo: macréfagos, células
polimorfonucleares (PMN) e linfécitos, as quais deixam a corrente sanguinea e atravessam a
parede endotelial e sdo recrutadas para o local da lesio (CALDER, 2006; RODRIGUEZ-
VITA; LAWRENCE, 2010). Além dessas células, as células endoteliais (do endotélio) que
estdo no sitio da lesdo, participando ativamente as quais possuem moléculas de adesdo
especificas para o recrutamento de leucécitos (KIM; DEUTSCHMAN, 2000; CHOI, CHA;
JEON, 2012).

Na inflamagdo, a primeira etapa corresponde a resposta imune inata. Uma das
caracteristicas desta resposta é a “abertura de caminho” para a resposta imune adaptativa, o
que normalmente ocorre quando a resposta ndo foi efetiva no seu propdsito, devido as
caracteristicas do agente etiol6gico. A segunda etapa equivale a resposta imune adaptativa,
além dos eventos e mediadores caracteristicos desse tipo de resposta, muitas vezes hd também
a participacdo de citocinas hiperalgésicas (TNF-a, IL-1p, IL-6, IL-8) e outros mediadores
caracteristicos da imunidade inata. Assim observa-se o desencadeamento de uma resposta
tecidual com dor caracteristica de uma resposta inflamatéria aguda. Isso € comum nos
periodos de agudizacao da artrite reumatéide, por exemplo.

Macroscopicamente, a reacdo inflamatéria € caracterizada pelos sinais clinicos
cléssicos, tais como: tumor, calor, rubor, dor e, eventualmente, perda de funcdo do 6rgao ou
tecido lesado (SCHMID-SCHONBEIN, 2006). Dessa maneira, promove um processo
inflamatério que envolve uma cascata de eventos celulares bastante organizadas e
cronoldgicas. Este tipo de inflamagdo envolve, primeiramente a resposta aguda ou imediata,
que acontece em curto prazo, geralmente resulta em cura, envolve o surgimento dos quatro
sinais cardiais primdrios da inflamacdo. O aumento da permeabilidade causado pela
inflamacdo permite o extravasamento de um liquido rico em proteinas para o intersticio.
(MEDZHITOV, 2008). Este acimulo de liquido no intersticio promove o edema (tumefagao).
Além disso, ocorre vasodilatagdo a qual leva ao aumento do fluxo sanguineo caracterizando o
calor e o rubor. A resposta inflamatéria aguda evolui a partir de uma fase vascular iniciada

pelas células residentes (macréfagos) no tecido imediatamente apds o dano. Processos
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patoldgicos causados pela exacerbacdo de quadros inflamatérios agudos estdo entre os
maiores desafios de gerenciamento para anestesistas e profissionais de cuidados intensivos.
Sepse, traumas severos e grandes procedimentos cirdrgicos sdo exemplos de situagdes que
apresentam os principais componentes inflamatérios agudos (SHERWOOD; TOLIVER-
KINSKY, 2004).

Se, por algum motivo, a resposta inflamatéria aguda falhar na eliminacdo do agente
patogénico, o processo permanece e adquire novas caracteristicas. O infiltrado de neutréfilos
€ substituido por macréfagos, e se o recrutamento destas células € insuficiente, uma condicao
inflamatdria cronica se segue, causando a destruicdo do tecido (perda de fun¢do). A fase
cronica, em geral, estd associada em termos histologicos, a presenca de linfécitos e de
macréfagos e a substituicdo do tecido danificado por tecido conjuntivo, que ocorre por meio
da proliferacdao de pequenos vasos sanguineos (angiogénese) e fibrose (IWALEWA et al.,
2007; DRAYTON et al., 2006). Todas as respostas envolvidas nos eventos inflamatérios, em
qualquer fase do processo, sdo ocasionadas por mediadores quimicos provenientes de
proteinas do plasma sanguineo ou secretadas de células que se encontram no local, sejam elas
residentes ou ndio (MEDZHITOV, 2008).

Os mediadores de origem tecidual sdo liberados por células residentes que habitam
originariamente determinados tecidos, incluindo macréfagos, mastécitos, linfdcitos,
fibroblastos e células endoteliais, dentre outras. Duas das mais importantes células residentes
sa0 0s macrofagos e os mastdcitos, que na presenca de um agente agressor, sao ativadas e
liberam mediadores quimicos que desencadeiam os eventos iniciais da resposta inflamatdria.
Esses mediadores liberados, derivados do AA, em destaque com as prostaglandinas,
promovem cascata de eventos inflamatdrios levando a hipernocicep¢do. Essa cascata envolve
tanto os eventos vasculares quanto os celulares e, desta forma, realizam a quimiotaxia
recrutando os leucdécitos e outras células de defesa especializadas na fagocitose de restos
celulares resultantes do processo inflamatério (CARVALHO et al., 2003 apud TAVARES,
2013). Ao longo do processo causam a amplificagdo da resposta inflamatéria, gerando a
evolucdo desta resposta (KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2005). Portanto, caso estes
mediadores sejam inibidos pode haver a modulagao negativa da inflamacao ou vice-versa. Isto
justifica a busca de novas drogas que idealmente possam controlar as consequéncias nocivas
do processo inflamatério (ROBBINS; CONTRAN, 2005).

Outros mediadores (tais como a histamina e serotonina) sdo pré-formados e
armazenados nos granulos de mastocitos, basofilos e plaquetas. Enquanto outros sdo pré-

formados e circulam como precursores inativos no plasma. E por fim, outros mediadores sdo
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N

produzidos diretamente em resposta a estimulacdo adequada por indutores da inflamacgdo
(OLIVEIRA, 2013).

A quimiotaxia promovida pelas células residentes para o local da lesdo podem ser
realizadas por quimiotaxinas enddgenas e exdgenas. As enddgenas sdo os componentes do
sistema complemento (C3a e C5a), que sdo metabdlitos do dcido araquidonico (eicosandides)
e as citocinas produzidas pelos macréfagos que agem nos leucdcitos. As principais
quimiotaxinas exdgenas sao os produtos bacterianos. A quimiotaxia ocorre através da ligacao
do estimulo quimiotdtico a receptores especificos dos leucdcitos. Os neutréfilos sdo as
principais células recrutadas para o sitio infeccioso, devido a liberacdo de mediadores
inflamatérios (IL-1p e TNF-a) (CUNHA et al., 2008). Eles saem do interior do leito capilar
para o espaco extracelular envolvendo os seguintes passos: marginacdo, rolamento, adesdo e
diapedese (migragao através do endotélio). Este processo envolve uma a¢do combinada de
multiplas moléculas de adesdo celular, as quais sdo classificadas em trés familias: integrinas,
imunoglobulinas e selectinas, essas moléculas que participam das interacdes entre leucdcitos e
células endoteliais (CRONSTEIN; WEISSMAN, 1993). Quando o neutréfilo chega ao local
da lesdo, ocorre a ativacdo leucocitdria a que se da pela produc¢do de metabdlitos do 4cido
araquidonico; degranulagdo e secrecao de enzimas lisossomicas; modulagdao de moléculas de
adesdo e potenciacdo que acontece quando hd um mediador que ndo € capaz de gerar resposta
pela célula. Entdo, outro mediador faz com que a célula responda aquele mediador inicial. Isto
ocorre por soma de efeitos (KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2005).

Dentre os componentes moleculares de inflamacdo, os principais envolvidos sdo as
citocinas pro-inflamatorias (fator de necrose tumoral — TNF-a) e as interleucinas (IL-1, IL-6,
IL-8), anti-inflamatérias (IL-4, IL-10, IL-13); quimiocinas (citocinas com capacidade
quimioatrativas); proteinas de fase aguda (PFA); lipideos bioativos, tais como eicosandides,
produzidos nas vias metabolicas do dcido araquidonico, incluindo produtos da via
cicloxigenase (prostaglandinas — PGE e tromboxanos — TX) e da via lipooxigenase
(leucotrienos — LT e lipoxinas) (AZEVEDO et al.,, 2002). A producdo de quantidades
adequadas de citocinas € benéfica para a resposta a infec¢ao, mas quantidades inapropriadas
ou superproducgdo pode ser perigosa e essas citocinas, especialmente TNF-a, estdo implicadas
nas causas de algumas das respostas danosas que ocorrem em condicdes inflamatdrias
(SIMOPOULOS, 2002).

Existem trés mecanismos desencadeados pelo processo inflamatério que merecem
destaque: O fator de transcricdo NF-Kb, a atividade de mieloperoxidase e a expressdo de

iINOS.



28

O NO ¢é um mensageiro molecular com multiplas func¢des bioldgicas, sendo produzido
por diversos tipos de células. Desempenha um papel relevante em vdrias dreas, como na
transmissdo de estimulos nervosos, na fisiologia pulmonar, na coagulagdo sanguinea, na
defesa e imunidade, incluindo a modulacdo de respostas inflamatérias. E formado a partir do
aminodcido L-arginina por um grupo de enzimas denominadas NO sintetases (NOS)
(MONCADA et al.,1991). Trés isoformas distintas de NOS foram identificadas: uma
isoforma neuronal (NOSn), uma endotelial (NOSe), e uma isoforma induzida (NOSi), isolada
inicialmente de macrdéfagos. A ativacdo da enzima iNOS, resulta na liberacdo de maior
quantidade de NO (concentra¢des nanomolares) por periodos mais longos. Este mediador tem
sido apontado como o mediador adicional dos efeitos das citocinas nas atividades celulares,
visto que citocinas sdo importantes reguladores da sintese de NO em vdrios tipos de células
(LOWIK et al., 1994) Essa liberagdo de NO produz outras conseqiiéncias bioldgicas, as quais
incluem vasodilatacdo e danos aos tecidos do hospedeiro, resultando em apoptose, lesdo
tecidual e dor (LIMA et al., 2008).

Em condi¢des normais, o fator de transcrigdio NF-kB encontra-se no citoplasma
celular, em repouso e inativo. O mesmo estdo ligados a uma ou mais proteinas designadas
inibidores de kB (IkBs), impedindo a translocacao do NF-«kB para o nicleo. Para que ocorra a
ativacdo e, consequentemente, a translocacdo do NF-kB, as proteinas 1kBs t€ém que ser
degradadas pelo complexo proteossoma que s6 acontecerd depois de haver a hiperfosforilagdo
dessas IkBs por acdo de proteinas quinases especificas (ABBAS; LICHTMAN; POBER,
2005). Na presenca de estimulos indutores, durante o processo inflamatorio, incluindo virus,
lipopolissacarideos (LPS), o NF-xB € ativado e transloca-se para o nicleo (GLEZER et al,
2000). Este se liga a genes especificos inflamatérios e imunes promovendo a ativagdo destes,
estimulando a producdo de citocinas pré-inflamatdrias, quimiocinas, moléculas de adesao, as
metaloproteinases de matriz (MMP), a COX-2 e o6xido nitrico sintase induzida (iNOS)
(VERRI et al., 2006). Este é o fator de transcricdo génica pré-inflamatério mais potente
ligando-se a genes especificos, estimulando a produgdo e a liberacdo das citocinas pro-
inflamatérias (TNF-o e IL-6), moléculas de adesdo e imunomoduladoras (MONTERA, 2007).

A mieloperoxidase (MPO) é proteina (enzima), contida nos granulos azuréfilos dos
neutrdfilos, liberada durante a fagocitose, sendo também encontrada nos mondcitos e alguns
subtipos de macréfagos teciduais exercendo papel essencial na defesa imune inata
(WINTERBOURN; VISSERS; KETTLE, 2000; KLEBANOFF, 2005; LAU; BALDUS,
2006). A MPO pode gerar varios agentes oxidantes e muitos substratos podem ser oxidados,

gerando, nesta oxidagdo, radicais livres e/ou modificacdo das propriedades destes substratos
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(biomoléculas). Por isso, a superexpressio da MPO estd relacionada a danos
macromoleculares e degradacdo tecidual (ARNHOLD, 2004) presente em muitas doencas
inflamatoérias como artrite (HANSSON; OLSSON; NAUSEEF, 2006; LAU et al., 2005;
SALAVEJ; SPALTEHOLZ; ARNHOLD, 2006). Por isso, a atividade de MPO é um
importante marcador para deteccdo do estresse oxidativo e um, marcador indireto, da
infiltracdo neutrofilica local (YAP; WHITEMAN; CHEUNG, 2007; BRADLEY et al., 1982).
Logo, substancias que inibam ou modulem a atividade da MPO s3o promissores agentes
terapéuticos para doencas inflamatdrias cronicas (REYNOLDS; STEGEMAN; TERVAERT,
2002; REYNOLDS et al., 2006).

1.3 Mecanismos celulares na Inflamacao Articular (AR)

A fisiopatologia da AR € bastante complexa e parece ser iniciada quando a resposta
imune inata local estd instalada. As células da membrana sinovial preparam-se para promover
a resposta imune adaptativa em individuos mais susceptiveis (FIRESTEIN; ZVAIFLER,
1990). Quando o sistema imunitdrio adaptativo (celular ou humoral) reconhece antigenos,
principalmente, por linfécitos T CD4+ (DOAN; MASSAROTTI, 2005) e desencadeia uma
série de mecanismos inflamatérios efetuadores distintos, que incluem o recrutamento de
leucdcitos. A maioria destes mecanismos € mediada por uma série de citocinas e quimiocinas
(SILVA-JUNIOR e ROCHA, 2006; PINTO et al., 2010; XU et al., 2013). Trata-se de uma
artrite poliarticular simétrica que acomete principalmente as pequenas articulagcdes das maos e
dos pés, e também os joelhos (WALSH et al., 2005).

Hamilton em 1983 j4 descreveu em seus relatos que o tecido sinovial de pacientes com
AR era caracterizado por infiltragio de células mononucleares, proliferacio e
neovascularizacao da sindvia (revestimento em torno da articulac@o) e sinovidcitos do tipo
fibroblastos. J4 Tarner et al. (2005) referem que a artrite reumatoide caracteriza-se pela
sinovite cronica, formacao do pannus e destruicdo dssea, 0s sinovidcitos e os leucdcitos como
os macréfagos, linfécitos e neutrdfilos sdo células envolvidas na inflamacdo da sindvia
tornando-a hiperpldsica (DENG; LEONARDO, 2006).

O processo inflamatério da AR € caracterizada por um aumento da infiltracdo de
células imunes (incluindo neutréfilos, macréfagos, células T e B) na membrana sinovial,
cavidade articular e tecidos peri-articulares. As células T CD4+ encontram-se em grande
quantidade na membrana sinovial de pacientes com artrite reumatéide (MATSUOKA et al.,

1991), acredita-se que ela seja desencadeada por estes linfocitos os quais reconhecem
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antigenos apresentados pela AR (CHOY; PANAYI, 2001). Esses linfécitos, uma vez
ativados, estimulam mondcitos, macréfagos, fibroblastos sinoviais e células B (CHIKANZA;
KINGSLEY; PANAYI, 1995) Embora os linfécitos T sejam predominantes no infiltrado
leucocitdrio, as células B também estdo envolvidas na patogénese da artrite reumatédide (DE
VITA et al., 2002), produzindo o fator reumatéide (FR). Cerca de 80% dos portadores de AR
apresentam esse fator (KHURANA; BERNEY, 2005). O termo FR engloba um grupo de
auto-anticorpos das classes IgG, IgM e IgA.

Os macréfagos, por sua vez, se acumulam na membrana sinovial e na jungdo
cartilagem-pannus (interface entre a cartilagem e o sitio com erosdo ativa) produzindo
algumas citocinas que desempenham um papel importante na condugdo da ativacdo das
células sinoviais que resulta em inflamacao e destruicao do osso condral (Figura 1). Essas
citocinas sdo pré-inflamatérias tais como, TNF-a, IL-1, IL-6, quimiocinas (KINNE et al.,
2000) que estimulam a atragdo de leucécitos (PMNs) para a membrana sinovial com
subsequente sinovite inflamacao sinovial (FELDMANN;BRENNAN; MAINI, 1996). O TNF-
a estimula a proliferacdo de sinovidcitos, induzindo a hiperplasia sinovial e a formagao do
pannus, uma caracteristica marcante da progressdo do quadro patolégico (DENG et al., 1999;
FELDMAN; MAINI, 2003). O “pannus” é um tecido localmente invasivo na articulagdo, um
tecido de granulacdo constituido por células mononucleares e fibroblastos que se transforma
em pannus fibroso formado de camada vascularizada (COURTENAY et al., 1980). Esse
estagio contém infiltrado de células T, B, natural killer, plasmdcitos, células dendriticas e
mastocitos na membrana sinovial (MULLER-LADNER et al., 2005).

A IL-1 estimula a proliferacdo de fibroblastos sinoviais e condrdcitos que estdo
envolvidos na regulacdo da expressdao de moléculas de adesdo (VCAM-1), citocinas e enzimas
degradativas como as metaloproteinases (MMP) e neovascularizacado (SAKAGUCHI,
SAKAGUCHI, 2005; PAP et al., 2000; PINTO et al., 2010). As MMPs sdo responsaveis por
digerirem a matriz extracelular ocasionando erosdo e destruicdo da cartilagem e o0sso
(FIRESTEIN, 2003; HARRIS et al., 1990).

Outro leucécito que merece destaque na patogénese da AR € o neutréfilo, uma das
primeiras células a chegar no local acometido, o qual exerce um papel importante no quadro
inflamatério agudo (PILLINGER; ABRAMSON, 1995) (Figura 1). Os neutréfilos estimulam
a producdo de IL-8 e da anafilatoxina C5a no fluido sinovial as quais participam da atracdo de
leucécitos para o interior da articulacdo e provocam a destrui¢do da cartilagem através da
producdo de espécies reativas de oxigénio, nitrogénio e enzimas proteoliticas (HARRIS,

1990; CHATHAM et al., 1993). Estudos sugerem que a IL-17 € uma citocina pré-nociceptiva
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na artrite, que atua causando dor dependente de neutroéfilo, liberacao de citocinas (TNF-a, IL-
1B), ligantes de quimiocinas, MMP, endotelinas, prostaglandinas e aminas simpaticas (PINTO
et al., 2010). Estudos também sugerem que a IL-33 pode, em parte, contribuir para a
patogénese da AR (XU et al., 2013).

Histologicamente, € possivel observar hiperplasia da camada intima da membrana
sinovial e a presenca de infiltrado inflamatério na camada subitima, resultando em expansao
de vilosidades sinoviais, as quais se projetam para dentro do espaco articular (Figura 1). Os
mediadores inflamatdrios liberados pelas células dos tecidos sinoviais contribuem para a

destruicao do tecido Osseo e cartilaginoso (WALSH et al., 2005).

Figura 1 - Inflamagdo Articular
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Fonte: Universidade Federal do Rio Grande do Sul, (2011).

A figura ilustra a sequéncia de uma articulagdo normal (a) para uma articulacdo com inflamagao (b).

Finalmente, a AR pode evoluir com progressao da erosao do tecido dsseo, invasio de
cartilagem pelo pannus e preenchimento do espago articular. A dor e o edema tornam-se mais
intensos, logo, ficam-se visiveis a perda da funcdo e deformidade das articulacdes, o que €
revelado pelo exame radiografico como diminuicdo do espaco articular e erosdes em varios

locais dos ossos (HARRIS, 1990).
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1.4 Nocicepcao e Dor Inflamatéria

A nocicepcao € o mecanismo através do qual, estimulos dolorosos sdo transmitidos
para o sistema nervoso central (VERRI et al., 2006; FURST, 2000). Esse mecanismo envolve
trocas bioquimicas e neuronais que ativam 0s nociceptores (receptores), ou terminacdes
nervosas livres especiais, sensiveis a lesdes que existem na pele, periosteo, paredes das
artérias, superficies articulares, e nas paredes de outros 6rgdos internos (como a foice, € o
tentorio na abobada craniana em resposta a estimulos prejudiciais) (MORALES-ALPIZAR;
SALAS-HERRERA, 2004).

Ja a dor pode ser definida como uma experiéncia sensorial € emocional desagradavel
associada a uma lesdo tissular potencial ou real, ou mesmo, a nenhuma lesao. Embora, ainda
assim, descrita com termos sugestivos de que o dano tecidual tivesse de fato ocorrido. A dor é
sempre subjetiva. Cada individuo aprende a aplicagdo da palavra através de experiéncias
relacionadas com lesdes no inicio da vida (IASP, 2007).

A distin¢@o entre nocicep¢ao e dor deve ser considerada quando se utilizam modelos
animais nos estudos pré-clinicos. A Associacdo Internacional para o Estudo da Dor
(International Association for the Study of Pain - IASP) define nocicep¢do como processos
neurais de codificacdo e processamento de estimulos nocivos enquanto que a dor € definida
como uma experiéncia sensorial € emocional desagraddvel associada a dano tecidual real ou
potencial (BARROT, 2012). Sendo assim, a nocicep¢ao necessita do componente emocional
ou subjetivo que estd ligado a dor. Dessa maneira, a ativacdo de mecanismos nociceptivos
engloba as respostas comportamentais e neurofisiolégicas da dor, podendo ter como outros
eventos relacionados que ndo seja a dor, os reflexos de retirada e a vocalizacdo
(SANDKUHLE, 2009 apud BASTOS, 2009).

A dor constitui a principal causa de perda da capacidade de trabalho, como também
gera nocivas consequéncias psicossociais e econdmicas. Como resultado de tal processo, 50 a
60% ficam parcialmente ou totalmente incapacitados para exercer suas atividades, de maneira
transitéria ou permanente, comprometendo a qualidade de vida do individuo (SBED, 2005).
Na artrite reumatéide, por exemplo, a dor € um dos principais sintomas levando o paciente a
procurar tratamento. Durante a inflamacao articular, numerosos neurdnios aferentes primarios
periarticulares sao sensibilizados. Além disso, causa sensibilizagdo periférica e central

(SCHAIBLE et al., 2002).
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A dor de origem inflamatdria resulta essencialmente da sensibilizacdo dos neurdnios
sensoriais primdrios (FERREIRA, 1972). Nos seres humanos, esta sensibilizacdo do
nociceptor, geralmente, leva a condi¢des clinicas conhecidas como hiperalgesia (é o aumento
da sensibilidade a dor ou diminuicdo do limiar nociceptivo) ou alodinia (dor associada a
estimulos geralmente in6cuos, ou nao-ndxicos, ou seja, ndo provoca dor) (VERRI et al.,
2006). Essas condicdes sdo sintomas comuns associados a vdrias doencas que, do ponto de
vista fisiolégico, podem ser titeis para a preservacdo de tecidos vulneraveis (SANDKUHLE,
2009 apud BASTOS, 2009). No entanto, em relacdo ao ambito da pesquisa em animais, a dor
ndo pode ser medida diretamente e, dessa forma, os efeitos da administracdo de drogas
também ndo podem. Assim, os parametros comportamentais utilizados para quantificar
respostas a estimulos dolorosos em animais sdo apenas indicativos e na realidade medem a
resposta nociceptiva a um dado estimulo (BASTOS, 2009). Logo, a investigacdao da
hiperalgesia (nomeada de hipernocicep¢do em modelos animais) € um dos principais sintomas
de incapacidade gerada pela AR a qual limita os movimentos (PINTO et al., 2010; SILVA
JUNIOR; ROCHA, 2006).

Recentemente estudos demonstraram que a dor inflamatdria induzida pelos estimulos
como: 4cido acético ou zymosan, no modelo de contor¢cdes abdominais, é dependente da
presenca de células residentes tipo macréfagos e mastocitos (RIBEIRO et al., 2000). Isto quer
dizer que a dor mediada por estes estimulos necessita da presenca dos macréfagos e
mastdcitos residentes na cavidade peritoneal (Figura 2). Estas células residentes sdo altamente
secretorias e sao capazes de produzir uma infinidade de mediadores inflamatérios e
antiinflamatorios. Algumas sdo capazes de produzir e estocd-los em seus granulos no interior
do citoplasma como € o caso dos mastdcitos. Estas células estocam histamina e TNF-a pré-
formados e os liberam de forma imediata frente a um estimulo inflamatoério.

Nos ensaios pré-clinicos, esta sensibilizacdo € um processo que parece estar
relacionado a presenca de neutréfilos (CUNHA et al., 2008). Fala-se em hipernocicep¢ao
inflamatéria que ocorre, pelo menos em parte, como uma consequéncia da sensibiliza¢do
(aumento da excitabilidade) dos nociceptores aferentes primarios. Este fendmeno tem sido
atribuido a acdo direta e indireta de mediadores inflamatérios hipernociceptivos
(principalmente prostaglandinas e aminas simpdticas) nos receptores presentes nas
membranas das extremidades periféricas dos neuronios nociceptores (CUNHA et al., 2008).
Além disso, outros mediadores, tais como a endotelina-1 (ET-1), atua direta ou indiretamente,
também sensibilizando o neurénio nociceptivo primério (FERREIRA; ROMITELLI; NUCCI,
1989).
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Existe crescente evidéncia de que, além da sensibilizacdo periférica, a dor inflamatdria
pode ser dependente de um processo que ocorre na medula espinal, assim como no ganglio da
raiz dorsal e ganglio trigeminal. Na medula espinal, a plasticidade neuronal ¢ modulada
dinamicamente pela ativacdo da microglia e mediadores derivados de astrécitos, o que pode
aumentar a capacidade de resposta a dor (SOUZA et al., 2013). Os mecanismos envolvidos na
sensibilizacdo dos neurdnios sensoriais primdrios podem ser divididos em dois processos. O
primeiro inclui eventos nao neuronais residentes que recrutam células imunes, as quais
produzem uma sequéncia de mediadores da hipernocicepcao inflamatdria iniciados pelo fator
de necrose tumoral alfa (TNF-a) (Figura 2). Isso provoca a liberacdo de interleucina-1 beta
(IL-1B) e quimiocinas que por sua vez estimulam a liberacio direta de mediadores finais que
atuam no nociceptor (VALERIO et al., 2009; CUNHA et al., 1992; WATKINS et al., 1994).
Vale lembrar que um dos leucécitos cruciais para a génese da hipernocicepcao inflamatéria
sdo os neutréfilos, pois os mesmos estdo envolvidos na producdo de mediadores
hipernociceptivos de a¢do direta, como a PGE2 (VERRI et al., 2006; CUNHA et al., 2008). O
segundo inclui eventos neuronais envolvendo a ativagdo dos receptores nos neurOnios
nociceptivos primarios que acionam vias de sinalizacdo intracelular, tais como o monofosfato
ciclico de adenosina (AMPc), proteina quinase A (PKA) e proteina quinase C (PKC)
(FERREIRA; NAKMURA., 1978; ALEY; LEVINE, 1999; KHASAR et al., 1999) (Figura 2).
Estas vias de sinalizagdo resultam em fosforilacdo subsequente dos canais de sddio
dependentes de voltagem (GOLD; LEVINE; CORREA, 1998) e inibi¢do dos canais de
potassio dependentes da voltagem (EVANS; VASKO; NICOL, 1999). Consequentemente, 0
limiar nociceptivo € reduzido, o que finalmente leva a um aumento da excitabilidade neuronal
(CUNHA et al., 2008b; ZARPELON et al., 2013).

A sensibilizac@o local e fisiolégica, principalmente relacionada com a presenga de
mediadores inflamatérios e neuromoduladores sao qualificadas como hiperalgesia primdaria. A
hiperalgesia secundaria acontece quando outras regides distantes da lesdo sofrem a expansao
desta hiperalgesia, de modo que o limiar nestes novos locais se torna mais baixo,
estabelecendo-se uma dor generalizada (MARQUES, 2004). Pode haver casos em que a
atividade dos nervos periféricos pode se tornar totalmente dissociada da estimulacdo
sensorial, e neste caso, nociceptores periféricos comecam a disparar potenciais de acdo em
qualquer estimulo externo, causando resposta nociceptiva  ‘“espontanea’.Tanto
hipernocicep¢ao/alodinia e resposta nociceptiva “espontanea” podem se desenvolver sob
certas condicoes fisiopatoldgicas, tais como a inflamagdo, que pode persistir por meses ou

anos como, por exemplo, na artrite (LINLEY et al., 2010).
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Figura 2 - Bases celulares e moleculares da dor inflamatéria
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Fonte: Ribeiro., et al., (2012).

Reacdo inflamatéria causando sensibilizacdo e ativagdo de um terminal nervoso periférico nociceptivo. PGs
(prostaglandinas), NO (6xido nitrico), NOO- (peroxinitrito), C3a / C3b / C5a (componentes do sistema
complemento), BK (bradicinina), PKA (proteina quinase dependente de AMPc), PKC (proteina quinase
dependente de cdlcio), B1/2 (receptores B1 e B2 da bradicinina), TRPV1 (receptor de potencial receptor
transiente, vaniléide 1), P2X (receptor purinérgico do ATP), NaV1.8/1.9 (canais de sédio voltagem

dependentes).

Existem quatro mecanismos interligados que elucidam a ocorréncia da sensagdo de
dor:

a) Transducgio - E o primeiro que ocorre e consiste na ativagio dos nociceptores por
ocorréncia de um estimulo nocivo (podendo ser mecanico, térmico ou quimico), gerando um

potencial de acdo (OLIVEIRA, 2010) convertendo esse estimulo em impulsos elétricos.
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Ocorre, verdadeiramente, a transformagdo do dano tissular e da resposta bioquimica em um
processo neural. Os neur6nios conduzem o impulso elétrico até a medula espinhal ou a células
que conduzem aos nervos cranianos. Quando o nociceptor recebe o estimulo nociceptivo os
canais de s6dio da membrana celular se abrem e ocorre influxo de s6dio do meio extracelular
para dentro da célula. O sédio dentro da célula induz a perda de carga elétrica, ou seja: a
célula sofre despolarizacao, criando o potencial de acdo que se traduz pela energia elétrica que
vai seguir até a medula espinhal (OLIVEIRA, 2010).

b) Transmissdo - efetuada pelo conjunto de vias aferentes que conduzem o impulso
nervoso gerado pelo neur6nio nociceptor, o qual leva a informagdo dolorosa para o SNC
(cérebro) (PORTO, 2004) para o processamento e interpretacido do estimulo (WEBER, 2012).
Os neurdnios nociceptivos t€m seus corpos celulares nos ganglios da raiz dorsal ou trigeminal
e terminam nas camadas superficiais do corno dorsal da medula espinhal, onde sao
retransmitidas, via nervos do trato espinotalamico e trigeminal, mensagens por meio da
liberacdo de mediadores como: glutamato, substancia P e peptideo relacionado ao gene da
calcitonina (CGRP) (LAWSON et al., 2002).

¢) Modulagdo - pode ativar vias responsdveis pela supressio da dor gerada pelos
proprios nociceptores e suas vias (OLIVEIRA, 2010). Esse processo ocorre porque a
substancia gelatinosa que banha os interneurdnios pode ser regulada para excitar ou inibir os
sinais de dor. No processo natural de modulagdo predominam os processos de inibi¢do da dor.
Eles envolvem substancias quimicas enddgenas e circuitos nervosos. A resposta dos
nociceptores consiste na liberacdo de mediadores quimicos, como as conhecidas substancias
algicas como a bradicinina, a serotonina, a histamina, os fons de potdssio, os 4cidos, a
acetilcolina e as enzimas proteoliticas, além das prostaglandinas e substancia P (GUYTON;
HALL, 2002 apud OLIVEIRA, 2010).

d) Percepcdo - onde o impulso nociceptivo € integrado e percebido como dor,
recebendo influéncias de suas dimensdes sensorial-discriminativa, afetivo-emocional e
cognitivo-avaliativa (BASBAUM et al., 2009).

Os mecanismos moleculares, celulares e sist€émicos ligados aos processos dolorosos,
sua amplificacdo e depress@do sdo chamados de nociceptivos, pré-nociceptivo e anti-

nociceptivo, respectivamente (SANDKUHLE, 2009 apud BASTOS, 2009).

1.5 Artrite e Firmacos Empregados
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A Artrite abrange mais de 100 diferentes variacdes de doencas reumdticas e
compartilham como sintomas tipicos a dor, que pode se tornar cronica, causando edema e
rigidez nas articulagdes. Os adultos, a partir, de 65 anos s@o mais acometidos (SWEENEY et
al., 2004). Postula-se que as mulheres (24,3%) possuem mais susceptibilidade do que homens
(18,7%) em todas as faixas etarias (BUCKWALTER et al., 2000; ALAMANOS et al., 2006).
Sendo mais comum entre os adultos obesos (CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND
PREVENTION, 2012). Estima-se que 50 milhdes de adultos norte-americanos possuem
artrite. Com o envelhecimento da populacdo, espera-se que a artrite aumente drasticamente
para 67 milhdes em 2030 (CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION,
2012).

As principais artropatias inflamatérias mais encontradas na prética clinica sdo: artrite
reativa, artrite psoridtica, artrite reumatdide e espondilite anquilosante, além da artrite gotosa,
que é uma doenca bem descrita na literatura desde os tempos antigos. Os sinais clinicos
cldssicos sdo: o inicio subito de sintomas como dor intensa, vermelhiddo e inchaco sobre o
halux de pacientes de meia-idade. As trés primeiras afeccdes citadas sdo mais comumente
apresentadas como doenga periférica afetando multiplas articulagcdes. A espondilite
anquilosante, no entanto, geralmente afeta o esqueleto axial. Radiograficamente, todas essas
doencas compartilham caracteristicas como sinovite, erosdo e perda uniforme da cartilagem
articular, mas a distribuicdo e os achados radioldgicos especificos ajudam a diferencid-las
(FLEMMING; BERNARD, 2013).

Artrite reativa (ARe), refere-se a uma infeccdo sist€mica, caracterizada por um
envolvimento articular inflamatério ocorrendo em pacientes geneticamente predispostos com
uma infec¢do bacteriana (FLORES et al., 2003; CARTER; HUDSON, 2009; KIM;
KLAUSMEIER; ORR, 2009 apud OLIVEIRA 2013). J4 a artrite psoridtica (AP) ¢é
frequentemente associada com o reparo dsseo, incluindo ma formagdo 6ssea adjacente a
interrup¢do cortical e reagdo periosteal (YAMAMOTO, 2013) (BHUTANI et al., 2013;
FLEMMING; BERNARD, 2013). Por outro lado, a espondilite anquilosante (EA) é uma
doenca reumdtica e suas manifestagdes clinicas incluem inflamag¢do lombar, bem como o
aumento da rigidez e perda de mobilidade da coluna vertebral (MACHADO, 2013; HAROON
et al., 2013). Por fim, a artrite gotosa é uma doenca inflamatéria dolorosa caracterizada pela
deposicdo de cristais de urato monossddico nas articulagdes (CURIEL; GUZMAN, 2012;
KLOOSTER; VONKEMAN; LAAR, 2012).

A AR € uma doencga inflamatdria de origem imunoldgica das articulagdes sinoviais e,

para qual, ainda ndo existe cura. E considerada uma das doengas autoimunes mais comuns,
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que afeta uma grande parcela da populacdo mundial (KVIEN et al., 2006). A incidéncia da
artrite reumatoide € de, aproximadamente, 1% da populagdo mundial (WILES et al., 1999
apud KVIEN et al., 2006; CAMARGO, 2007). No Brasil, dados epidemiol6gicos semelhantes
foram encontrados (SENNA et al., 2004).

Em 90% dos pacientes que apresentam AR cronica, a articulacdo do joelho desses
individuos encontra-se comprometida. A doenca tende a envolver ambos os joelhos
simetricamente e, em sua forma progressiva, pode produzir dor intensa, capaz de causar
deficiéncia na capacidade de deambulacdo como consequéncia da rigidez articular e
deformidades. Nos casos mais avangados, pode ocorrer ndo apenas destrui¢ao da cartilagem,
mas também destrui¢do dos tecidos moles (SCULCO, 1998; KHURANA; BERNEY, 2005).

Sua etiologia ainda € desconhecida apresentando manifestacdes locais e sist€émicas
(FIRESTEIN, 2003). Apresentam-se sintomas como: inchago das articulagdes, vermelhidao e
dor com deformidade articular progressiva em alguns casos, além da destrui¢cdo do tecido
sinovial e remodelacdo. As manifestacdes extra-articulares (SWEENEY et al., 2004), tais
como nodulos subcutaneos,vasculite, amiloidose, pleurite, doenca pulmonar e complicag¢des
cardiacas. Pacientes com AR t€m uma expectativa de vida reduzida, principalmente devido ao
aumento da morbidade cardiovascular em comparacio com a populagdo em geral
(VANDENBROUCKE et al., 1884; SEYMOUR et al.,, 2001; MAVROGENI et al., 2013;
ATHANASAKIS; PETRAKIS; KYRIOPOULOS, 2013). Dentre as artropatias cronicas
inflamatoérias, a AR € a mais prevalente e a maior responsavel por invalidez, seja temporaria
ou permanente (FELTS; YELIN, 1989; HARRIS, 1990).

Embora ainda nio se tenha estabelecido uma terapia efetiva para a cura da AR, o
tratamento farmacoldgico consiste, principalmente, em aliviar a dor, controlar a inflamacao,
preservar a fungdo e prevenir as deformidades com o uso de agentes disponiveis na clinica.
Incluindo os agentes anti-inflamatérios esteréides (AIES) como os corticosteréides e nao
esterdides (AINES); drogas antirreumadticas modificadoras de doenca (DMARDs) como:
metotrexato, sulfasalazina e cloroquinas (DOAN; MASSAROTTI, 2005). Mais recentemente,
foi proposto o uso de agentes bloqueadores especificamente do TNF como forma de terapia
biolégica com os agentes anti-TNF (exemplo: Infliximab e etanercepte) e fatores
recombinantes da IL-1, tem sido empregada (GAFFO et al., 2006; FAN; LEONG, 2007).
Apesar desses farmacos reduzirem a inflamacao e retardarem o dano articular, eles ndo foram
capazes de deter a progressdo da destrui¢do articular e reverter a deficiéncia, duas das
principais marcas da AR que a distinguem de todos outras artrites cronicas (SALGADO et al.,

2013; SMOLEN, 2009; ATHANASAKIS; PETRAKIS; KYRIOPOULOS, 2013).
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Os farmacos de primeira escolha sdo os AINES e seus principais efeitos sdo: Anti-
inflamatério, Analgésico e Antipirético. A grande maioria dos AINES desempenha a fungdo
de prevenir a sintese de prostaglandinas pela inibicio da enzima COX (1 e 2). Sendo
necessaria essa producdo para a sensibilizacdo dos nociceptores. Quando a producdo de
mediadores inflamatérios persiste, a continuidade da sensibilizagdo periférica causa o
fendmeno da sensibilizacdo central (FERREIRA et al., 2009).

No presente trabalho foram utilizados alguns farmacos como Controle Positivo que
merecem destaque, como: Dipirona, Dexametasona e Indometacina. A Dipirona e a
Indometacina fazem parte do grupo dos AINES. A Dipirona além de ter uma a¢do inibitdria
sobre a COX, esse farmaco tem grande efeito analgésico inibindo a dor inflamatéria. Logo,
quando administrada perifericamente, a Dipirona é capaz de bloquear diretamente a
hiperalgesia induzida por PGE2, da mesma forma que os opidides periféricos. Ja a
Dexametasona € um tipo de Glicocorticoide. A Dexametasona quando administrados
terapeuticamente inibe tanto as manifestacdes precoces quanto as manifestacoes tardias da
inflamacao, ou seja, ndo apenas o rubor, calor, a dor e o edema iniciais, mas também estagios
posteriores de cicatrizacdo e reparagdao da lesdo. Quando usados profilaticamente, eles
conseguem inibir o inicio e a geracdo da resposta imune montada contra esse novo “invasor”
mais eficientemente (RANG, et al.,, 2011). Além disso, de acordo com o0s mecanismos
propostos de acdo glicocorticosterdides, Dexametasona, ndo sO inibe a expressdo de
mediadores inflamatérios, mas também a expressao de receptores, tais como o B1 (receptor de
bradicinina) (VERRI et al., 2006).

Consequentemente, a associacdo do modelo experimental in vivo é fundamental para a
melhor compreensdo dos processos fisiopatologicos e o desenvolvimento de alvos

terapéuticos (VALENTIM, 2010).

1.6 Modelos Experimentais de Artrite que mimetizam a AR

Como a AR pode ser considerada uma das doencas mais responsdveis por invalidez e
com bastante incidéncia, ela torna-se um campo de investiga¢do amplo para elucidacdo de sua
fisiopatologia, que se encontra ainda obscura, bem como a investigacdo de mecanismos que
possam prevenir ou reverte-la. Para isso, foram desenvolvidos modelos animais que se
assemelham a AR em humanos, no entanto a auséncia de AR em outras espécies semelhante
na espécie humana, representa uma dificuldade técnica no estudo da mesma. Os modelos

animais foram desenvolvidos e empregados como ferramentas tteis na compreensdo dos
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mecanismos de lesdo em artrites. Logo, alguns modelos experimentais foram padronizados e
representam uma ferramenta importante na investigacdo de agentes biolégicos na terapéutica
da AR (SILVA JUNIOR; ROCHA, 2006).

A rigor, para que um modelo seja considerado ideal, deverd preencher os seguintes
requisitos, como: ter achados clinicos, radioldgicos e histopatoldgicos semelhantes aos
observados na AR, sem sistemizacdo; apresentar minimas alteracOes de artrite ndo-
reumatdide; ser de facil inducdo, baixo custo, boa reprodutibilidade, utilizando animal de facil
acesso; ter confiabilidade quanto ao inicio, incidéncia e avaliagdo das alteracdes; responder a
agentes terapéuticos de forma semelhante ao observado na AR; ter pardmetros de alteracdes
imunoldgicas e de atividades mensurdveis (OLIVER, 1996 apud SILVA JUNIOR; ROCHA,
2006). Porém nenhum dos modelos atualmente disponiveis satisfaz plenamente todas essas
condic¢des, embora todos se aproximem razoavelmente do objetivo pretendido.

Existem os seguintes modelos experimentais que induzem a AR: a Artrite Induzida por
Adjuvante que consiste na injecdo intradérmica de Adjuvante completo de Freund, em ratos
susceptiveis; induzida por coldgeno tipo Il admitindo-se ser essa proteina um auto-antigeno
importante mo desencadeamento do processo inflamatério cronico; induzida por
proteoglicanos, pristano (6leo mineral); por antigeno que consiste em uma reacdo intra-
articular a injecao de um antigeno ao qual o animal é previamente sensibilizado; por agentes
infecciosos e, por fim, a Artrite induzida por zymosan. Em comum, os modelos apresentam a
similaridade histolégica com a sinovite da AR humana, mecanismos imunoldgicos na sua
fisiopatologia, além de resposta terapéutica similar a observada na AR (SILVA JUNIOR;
ROCHA, 2006).

Por ultimo, vale destacar que manipulagdes genéticas, gerando animais transgénicos
ou knock-out, vieram agregar uma nova ferramenta aos modelos animais, permitindo avaliar o
papel de genes individuais na fisiopatologia da AR, na homeostasia normal, e no

desenvolvimento de autoimunidade, bem como de citocinas envolvidas na fisiopatologia
dessa doenga (SILVA JUNIOR; ROCHA, 2006).

Um modelo utilizado é o de artrite experimental induzida por zymosan em ratos,
método utilizado para estudo do processo inflamatério. Os ratos utilizados foram os da
linhagem Wistar, mamifero de baixo custo de aquisicdo e manutencdo, ficil manuseio,
elevada resisténcia a infec¢@o e ao trauma cirtirgico e com admirdvel sistema de homeostasia,

além de ser semelhanca a espécie humana.

1.6.1 Artrite induzida por zymosan
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Com o passar dos anos, inimeros modelos experimentais foram empregados para
investigar os mecanismos envolvidos na hipernocicepc¢ao inflamatéria observada em doencas
de origem autoimune, como a AR. Contudo, muitos deles utilizam como ferramenta respostas
inflamatérias contra estimulos inespecificos, CFA, zymozan, antigenos, coldgeno, entre
outros (ROCHA et al., 2004; SILVA JUNIOR; ROCHA, 2006). Modelos animais tais como o
teste das contor¢cdes abdominais induzidos pelo dcido acético e o teste de nocicepg¢ao induzida
pela formalina, também sdo bastante utilizados para avaliagcdo de atividade nociceptiva
(COLLIER et al., 1968; HUNSKA; FASMER; HOLE, 1985; CUNHA et al., 2004).

Zymosan (Zy) é um tipo de polissacarideo proveniente da parede do fungo
Saccharomyces cerevisiae, uma substancia capaz de ativar macréfagos e induzir a liberagao
de mediadores inflamatdrios, largamente empregada em estudos farmacoldgicos. O Zy tem
sido bastante empregado em estudos de inducdo ao choque ndo séptico, por seus efeitos
sist€émicos importantes, quando inoculado por via parenteral ou via peritoneal, diferentemente
do tipo de reacdo inflamatéria induzida no ambiente intra-articular. Também tem a
propriedade de induzir inflamag¢do quando injetado na articulacdo de ratos, camundongos e
coelhos, com subaguda e persistente proliferacdo da sindvia e degradacdo da cartilagem,
reproduzindo a maioria dos achados da artrite reumatéide (KEYSTONE et al., 1977; GADO:
GLIGER, 1991; GEGOUT et al., 1995; ROCHA et al., 1999).

O Zy € reconhecido a partir do receptor selectina-1, tais receptores sao expressos
predominantemente em mondcitos, macréfagos, neutréfilos, células dendriticas e uma menor
populacio de células T do baco (WILLMENT, 2003). Apds o reconhecimento, por
macroéfagos, este polissacarideo interage com o receptor toll-like (TLR2), presente na
superficie das células. Em seguida ocorre ativagdo do fator NF-kB, producdo de citocinas
inflamatdrias, bem como a expressao de moléculas co-estimulatorias (TAYLON et al., 2002).

Estudos demonstraram que o Zy administrado por via intra-articular em ratos, induz
periartrite com um pico de hipernocicepcado entre a 3* e 4* horas, com aumento significativo
na permeabilidade vascular a partir da 3* hora levando ao edema local. J4 na 3* hora, hd um
influxo celular significativo que € méaximo na 6* hora. Apds a inje¢cdo do zymosan, ocorre
alteracdo da marcha dos animais, que foi designada de incapacitacdo articular (IA). Como
resultado, os animais desenvolvem progressiva IA que se inicia na segunda hora e € mdxima
entre a 3* e 4" horas de inflamacao (ROCHA et al., 1999; ROCHA et al., 2004).

A fase aguda da artrite induzida por zymosan € caracterizada por aumento da
permeabilidade vascular, edema e influxo celular inflamatério para a cavidade articular. Na

fase cronica da artrite induzida por zymosan, ocorre degradacdo da cartilagem articular e do
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osso subcondral (GEGOUT et al.,, 1995). Além de produzir reacdo inflamatéria intensa,
caracterizada por extensa sinovite, com migracdo de células inflamatérias de fase aguda e
cronificagdo com proliferacdo linfomonocitaria (GEGOUT et al., 1995; ROCHA et al., 1999).
A artrite induzida por zymosan também produz hipernocicep¢do (ROCHA et al., 1999).

1.7 Acidos Graxos

Os 6leos e as gorduras t€m um papel importante, usados com fins farmacolégicos,
industriais e nutricionais. Parecem ser interessantes fontes de componentes bioativos e
nutrientes funcionais, tais como vitaminas e 4cidos graxos insaturados essenciais com
beneficios para a satde. Os relatérios tém descrito diversas atividades farmacoldgicas
importantes dos dcidos graxos, incluindo acdo antimutagénica, anti-inflamatdria, anti-viral,
antioxidantes e antimicrobiana, obtidos a partir de plantas, ervas e sementes usadas na
medicina popular (ROSA et al., 2012).

Os lipideos desempenham uma variedade de fungdes celulares e s@o as principais
formas de armazenamento de energia na maioria dos organismos. Atuam no transporte de
vitaminas lipossoldveis, como precursores de hormodnios e determinados grupos sao
considerados funcionais (PERINI et al., 2010).

Componentes lipidicos, principalmente os Acidos Graxos (AG), se encontram
distribuidos em todos os tecidos, principalmente nas membranas celulares e células de
gordura (PERINI et al., 2010). O nome &cido graxo designa qualquer um dos dcidos
monocarboxilicos alifaticos que podem ser liberados por hidrélise de gorduras e Oleos
naturais. Os principais dcidos graxos podem ser saturados ou insaturados, com uma cadeia de
carbono ndo ramificada de ndmero par. Os dcidos graxos saturados (laurico, miristico,
palmitico e estedrico) e os insaturados (oléico, linoléico e linolénico), juntos, perfazem quase
toda a quantidade de 6leos fixos e gorduras existentes no comércio (MORETTO; FETT,
1998; SIMOES et al., 2007; MOYNA; HEINZEN, 2007).

Durante as duas dltimas décadas foi comprovado que a quantidade e o tipo de acidos
graxos de cadeia longa (AGCL) podem influenciar profundamente as respostas imunoldgicas
(ALEXANDER, 1998).

As principais fontes alimentares do dcido linoléico (0-6) sdo: os dleos de soja, girassol
e milho, e do 4dcido a-linolénico (®-3) sdo: os dleos de linhaca, canola e peixes (MESQUITA
et al., 2011; PERINI et al., 2010). O acido a-linolénico ou ALA (w-3) é encontrado em

plantas, animais e espécies marinhas e em concentracdes elevadas na semente de linhaga
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(Linum usitatissimum), onde a quantidade de ALA varia de 44,6 a 51,5 % do total de 4cidos
graxos (PERINI et al., 2010). DHA e EPA sdo 4cidos graxos (®-3) encontrados em peixes e
em Oleos de peixe (IWASAKI et al., 2010). O 4cido oléico (0-9) é encontrado em castanhas
de caju, azeitonas, abacate e 6leo de canola. Em quantidades menores, eles também sao
encontrados em nozes, sementes de gergelim e girassol, amendoim, 6leo de milho, trigo e
aveia (SANTUCCI, 2012).

A quantidade de 4cido graxo e a devida proporcao entre os acidos graxos das familias
-9, -6 e -3, ingeridas atualmente pelo homem, sdo dificeis de serem analisadas, pois
depende da fisiologia, disponibilidade de alimento e dieta de cada individuo. Ainda ndo foram
estabelecidas as taxas minimas do consumo de &cidos graxos das séries ®-3 e ®-6 para
atender as exigéncias humanas destes nutrientes, porém, hd necessidade de um equilibrio
entre as disponibilidades destes dcidos graxos na alimentagdo. De acordo com o Institute of
Medicine, a relagdo satisfatoria entre ®-6/w-3 é de 10:1 a 5:1 e de acordo com base em
experimentacio animal esta propor¢do seria de 1-1,5:1 enquanto hoje, em dietas ocidentais, a
relacdo atinge 10 a 25:1, causando uma despropor¢ao de dcidos graxos no organismo humano
(PERINTI et al., 2010). Recomenda-se, também, que a ingestdo de 4cido linoléico (®m-6) ndo

deve exceder 10% do total de calorias (MARTINS; GRUEZO, 2009).

1.7.1 Classificacdo e Nomenclatura dos Acidos Graxos

Os 4cidos graxos (AG) sdo inicialmente isolados de fontes naturais, principalmente de
lipideos e sdo moléculas organicas constituidas por dtomos de carbono, hidrogénio e oxigénio
e podem ser classificados de acordo com:

a) o nimero de dtomos na cadeia carbdnica: os 4cidos graxos podem ser de cadeia
curta (até 4 d&tomos de carbono), média (6 a 12 dtomos de carbono) ou longa (a partir de 14
atomos de carbono);

b) o nimero de duplas ligacdes na molécula: saturados (auséncia de duplas ligagdes),
monoinsaturadas (uma dupla ligacdo) ou poli-insaturadas (mais de uma dupla ligacdo);

¢) a posicdo da primeira dupla ligacdo contada a partir de seu radical metila (CH>):
omega- 3(®w-3 ou n-3) quando a primeira insaturacao ocorre entre o terceiro € o quarto &tomos
de carbono, dmega-6 (®-6 ou n-6) quando a primeira insaturagdo ocorre entre 0 sexto € o
sétimo dtomos de carbono e dmega-9 quando a primeira insaturacdo ocorre entre 0 nono € o

décimo atomos de carbono (BABAYAN, 1987).
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A posicdo da dupla ligacdo na cadeia carbonica dos 4cidos graxos € indicada entre
parénteses, pela identificacdo do atomo de carbono implicado em cada insaturacdo, em
relacdo ao radical metila (CH3') (Figura 3). O Quadro 1 mostra a representacao numérica de
acidos graxos insaturados e sua classificacdo em familias, dependendo da localizagdo da

primeira dupla liga¢do contada a partir de seu radical metila (CH).

Quadro 1 - Representacdo e abreviagio de dcidos graxos insaturados

Nome descritivo | Representacdo numérica N Familia w
Acido oléico 18:1 (9) 18:1 n-9 w-9
Acido linoléico 18:2 (6,9) 18:2n-6 w-6
Acido Linolénico | 18:3 (3, 6, 9) 18:3n-3 w-3

Fonte: Pinheiro (2011, p.27)

Os 4cidos graxos sdo geralmente representados por simbolos numéricos, tais como o
acido oléico, C18:1 (9), e o 4cido linoléico, C18:2 (6,9), onde o nimero justaposto ao simbolo
C indica o nimero de dtomos de carbono e o segundo nimero indica a quantidade de duplas
ligagdes (Quadro 1).

O posicionamento e a quantidade das duplas ligacdes ao longo da cadeia carbdnica
designam a qual familia determinado 4cido graxo pertence, bem como suas diferentes
propriedades bioquimicas, nutricionais e funcionais (FAROOQUI, 2009).

Os mamiferos sdo capazes de sintetizar os dcidos graxos insaturados da série ®-9,
porém ndo conseguem sintetizar os acidos linoléico (0-6) e a-linolénico (®w-3). Por isso, sdo
nomeados como 4cidos graxos essenciais (ALEXANDER, 1998; CALDER, 2003) porque as
duplas ligacdes, situadas no terceiro e sexto dtomos de carbono, ndo podem ser produzidas
pelo organismo humano, de forma que os dcidos graxos essenciais devem ser obtidos a partir
da dieta (Figura 3) (MESQUITA et al., 2011; SUAREZ-MAHECHA et al., 2002). O &4cido
linoléico (18:2 w-6) é o precursor dos 4cidos graxos essenciais (AGEs) ®-6 e o 4cido alfa-
linolénico (ALA, 18:3 ®-3), o precursor dos AGEs ®-3, os quais sdo metabolizados em
diferentes compostos (NAKAMURA et al., 2005; DAHELE; FEARON, 2006). Os &cidos
graxos monoinsaturados -9, caracterizado pelo &4cido oléico, podem ser produzidos
endogenamente, mas quando oferecidos de fontes exdgenas, tais como o 6leo de oliva,

exercem efeitos benéficos, tais como acdo antioxidante.

Figura 3 - Estrutura dos 4cidos graxos -3 € o-6
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O organismo humano ndo possui as enzimas dessaturases especificamente
responsaveis por adicionar uma dupla liga¢do antes do nono carbono a partir da extremidade
metil (distal). As enzimas necessdrias para essa finalidade sdo as delta-9 e delta-15
dessaturases. Essas enzimas transformam o 4cido oléico (18: 1 6mega-9) em acido linoléico
(18:2 dmega-6) e dcido a-linolénico (18:3 6mega- 3), ambos considerados 4cidos graxos

essenciais (AGE) (WAITZBERG, 2008).
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Figura 4 - Classificagao dos 4dcidos graxos, segundo a presenca de dupla ligacao

—Acidos Graxos|—

| saturado | | Insaturado |

Monoinsaturado Poliinsaturado

MEo essencial Essencial

| Omega- 6 | Omega- 3
LA _ ALA
Acido Linoléico Acido - LinoEnico
, AA f EPA
Acido Aracddnico Acido eicosapentasndico
Pra- inflamatorio Antiinflamatoro

Antuntamatono

Fonte: Adaptado de Santucci (2012)

1.7.2 Acidos Graxos e Inflamacio

Os 4cidos graxos mais incorporados as membranas fofolipidicas sao m-3 EPA e DHA,
0 ®-6 4cido araquidonico (AA) e o -9 dcido oléico (AO) (CHAN; McCOWEN; BISTRIAN,
1998). O EPA e o DHA té€m efeitos benéficos diretos sobre a fluidez ,a estrutura e a fungdo
das membranas celulares (CALDER, 2002).

O AA e o EPA (ver Figura 4) presentes nas membranas celulares podem ser
metabolizados via lipoxigenases e ciclooxigenases para formar os eicosandides (MOREIRA;
CURI; MANCINI FILHO, 2002). O 4cido araquidonico (AA), também chamado de
eicosandides, ¢ um &dcido graxo poli-insaturado derivado da dieta ou da conversdo do 4cido
graxo essencial dcido linol€ico, € clivado dos fosfolipideos de membrana pela ac¢do da
fosfolipase A, (PLA,) (KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2005).

Denominam-se eicosandides um grupo de substancias sinalizadoras que influenciam,
como mediadores biologicamente ativos, um grande nimero de processos fisiolégicos. Como

substancias de vida curta, essas agem apenas nas proximidades do seu local de producao
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(MARTINS; GRUEZO, 2009). O 4cido linoléico (AL) (18:2 w-6) forma o y-linolénico (18:3
®-6), que € convertido em 4cido araquidonico (AA), sendo este o precursor da sintese de
eicosandides. Os eicosandides sdo produzidos nos tecidos, sendo responsaveis pela formacgao
especificamente das prostaglandinas da série 2, tromboxano A (TXA) e leucotrienos da série
4, potentes mediadores bioquimicos envolvidos na inflamagdo, infeccdo, lesdo tecidual,
modulagdo do sistema imune e agregacao plaquetdria (Figura 5) (HIRAYAMA et al., 2006).

Em outra via, o a-linolénico (ALA) (18:3 ®-3) é convertido, de forma lenta em acido
eicosapentandico (EPA) e docosahexaendico (DHA), precursores de mediadores quimicos
menos potentes, as prostaglandinas da série 3, tromboxano A e leucotrienos da série 5, que
atuariam no processo anti-inflamatério e ndo inibiriam o sistema imune (Figura 6). Os acidos
graxos ®-3 favorecem a producdo de prostaciclinas, que t€ém os efeitos opostos ao ®-6, isto é
prevenir a formacao de codgulos e causar vasodilatagao (HIRAYAMA et al., 2000).

O é4cido linoléico (AL) e o dcido a-linolénico (ALA) (ver Figura 3), porém, podem ser
alongados e dessaturados pelo sistema enzimdtico (alongase e dessaturase) para produzir
DHA e EPA, a partir de 6leos vegetais provenientes da alimentacdo, porém isso ocorre em
baixa porcentagem. As alongases atuam adicionando dois 4tomos de carbono a parte inicial da
cadeia, e as dessaturases agem oxidando dois carbonos da cadeia, originando uma dupla

ligacdo com a configuracao cis (SUAREZ-MAHECHA et al., 2002; MARTIN et al., 2006).
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Figura 5 - Mediadores bioquimicos potentes envolvidos na inflamagdo, infeccdo, lesao
tecidual, modulag@o do sistema imune e agregagdo plaquetaria

w- 6

faleos vegetais: soja, dirassol e milho)

l

Acido aracddnico

anima cicloxigenase
PGGa

}

(subprodutos da resposta inflarmataria)
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/ T+ PoE,
Trombhoxano A,* \
\ FGF 3
Frostaciclina Leucotrienos,*
(P Gila PGD;*

Agregante plaguetario

l

Vasoconstritar

Fonte: Hirayama et al. (2006)
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Figura 6 - Mediadores bioquimicos menos potentes que a cascata do ®-6, que atuam no processo anti-
inflamatdrio e ndo inibem o sistema imune
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Fonte: Hirayama et al. (2006)

Existe uma competicao entre os dcidos graxos essenciais ®-3 (4cido o-linolénico) e ®-
6 (4cido linoléico) pela enzima de dessaturacdo A6-dessaturase (BARBOSA et al., 2007), que
€ uma chave metabdlica cldssica e comum para ambas as vias metabdlicas (HIRAYAMA et
al., 2006), sendo que estas ttm maior afinidade pelo 4cido a-linolénico em detrimento do
linoleico (Figura 4). Assim, os acidos graxos EPA e DHA, produtos da conversao do 4cido
graxo o-linolénico (®-3), bloqueiam a acdo da A6 dessaturase, inibindo a conversdo do 4cido
linoléico (w-6) a 4cido araquiddnico e, conseqiientemente, a producdo de eicosandides da
série par, como prostaglandinas 2 e leucotrienos 4 (Figura 5). Dessa forma, os dcidos graxos
-3 exercem um efeito protetor, impedindo os eicosandides da série par de exercerem seus

efeitos nocivos (Figura 6) (BARBOSA et al., 2007).
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Por esse motivo, considera-se que o ®-3 tem papel maior no mecanismo de defesa do
sistema imune, enquanto que o ®- 6 participa de forma mais efetiva do processo inflamatério
(HIRAYAMA et al., 2006). O tipo e a quantidade de eicosandides produzidos dependem do
tipo de lipidio ingerido na dieta e da presenga ou auséncia de injiria ou inflamagao
(MOREIRA; CURI; MANCINI FILHO, 2002).

Os dcidos graxos -3 exercem efeito anti-inflamatério por pelo menos trés
mecanismos. Primeiro, influenciam a composicdo fosfolipidica da membrana celular,
resultando na sintese de mediadores lipidicos com menor potencial inflamatério que
mediadores derivados dos 4cidos graxos ®-6. Segundo, agem como agonistas de PPAR
(receptor de ativagdo de proliferacdo de peroxissomas), cuja ativacdo exerce efeitos anti-
inflamatérios. Terceiro, os AG ®-3 estabilizam o complexo NF-kB/IkB por estarem
associados na participacdo da ativacdo de receptores nucleares que antagonizam vias de
sinalizagdo do fator de transcricdo nuclear kapa B (NF-Kb) (MULLER-LADNER; GAY;
GAY, 2005). Suprimindo dessa maneira a ativacdo de genes envolvidos no processo
inflamatério (WAITZBERG, 2008). Além disso, evidéncias indicam que AG ®-3 podem
influenciar diretamente a producdo de citocinas, inibindo a produgdo de fator de necrose
tumoral alfa (TNF-A) e interleucinas IL-1beta e IL-6 por células imunocompetentes, em
modelos de cultura celular (SIMOPOULOS, 2002).

Pesquisas mais recente evidenciaram que o ®-9 (AO) também exibe acdo anti-
inflamatdria através da inibicao de prostaglandina E2 e bloqueio de NF-xB (OH et al., 2009).

Estudos prévios t€ém mostrado que dietas ricas em ®-6 podem aumentar o risco de
doencas cronicas associadas a um estado inflamatdrio. Por outro lado, um consumo elevado
de -3 parece reduzir o aparecimento de vérias doengas, incluindo doencas coronarianas,
diabetes tipo 2, artrite reumatoides, asma, depressdo e cancer. Tem-se sugerido que a
propor¢do balanceada desses dois tipos de dcidos graxos pode ser necessdria para prevengao e
tratamento de doencas agudas (IWASAKI et al., 2011).

Este estudo busca compreender, portanto, o impacto do uso de misturas de lipidios
ofertadas antes do estabelecimento do processo inflamatério (pré-condiconamento) analisando

o desenvolvimento da inflamacdo e suas manifestacdes secundarias.

1.8 Justificativa
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Tendo em vista a importancia do pré-condicionamento em intimeros relatos, estudos
que utilizem o pré-condicionamento nutracéutico podem vir a ser realizados com o intuito de
elucidar formas alternativas ao tratamento convencional da artrite. Sabendo- se que a dor e
incapacidade de deambulacdo sdo os principais sintomas pelo qual o paciente procura
tratamento e que, até 0o momento, ndo existe a cura para a mesma, dietas ricas em acidos
graxos poli-insaturados (AGPI), especialmente EPA e DHA, podem prevenir o
desenvolvimento de doencas inflamatérias (PINHEIRO et al., 2011) ou atenuar processos
inflamatérios ja em curso (CAMPELO, 2012).

No presente estudo foram utilizadas misturas de 6leos em concentragcdes nutracéuticas,
com alta razao de ®-9/m-6 com agdo antioxidante e baixa razdo de ®-6/®-3 que favorece uma
acdo anti-inflamatéria, conforme estudos apresentados em outras situagdes bioldgicas
(ALLAYEE; ROTH; RODIS, 2009; SIMOPOULOS 2002, 2008). O uso destas misturas, por
via orogéstrica, ja foi implementado apds a instalacdo da lesao (CAMPELO, 2012) ou como
pré-condicionante, ou seja, antes da geracdo do evento, seja ele trauma (NAKAMURA et al.,
2005), isquemia/reperfusdo (PINHEIRO et al.,, 2011) ou indu¢do de inflamacdo cronica
(VASCONCELOS, 2013).

Nao ha relato, na literatura consultada, de estudos de pré-condicionamento com acidos
graxos em inflamacdo aguda, justificando a realizagdo deste trabalho usando o modelo

experimental de artrite aguda em ratos.
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2 OBJETIVO

2.1 Objetivo Geral

Analisar o efeito anti-inflamatério e antinociceptivo do pré-condicionamento com
mistura (MIX) de 6leos (®-3, ®-6 e ®-9), com elevada propor¢cdo de ®-9/m-6 e com baixa

proporcao de m-6/ ®-3, no modelo de artrite induzida por zymosan em ratos.

2.2 Objetivos Especificos

e Estudar a atividade antinociceptiva dos mix na artrite por zymosan (incapacitagao
articular em joelho de rato);

¢ Investigar o efeito dos mix sobre a migracdo celular na artrite induzida por zymosan;

e Avaliar o efeito dos mix sobre o edema na artrite induzida por zymosan;

e Analisar o efeito dos mix sobre o exame histopatolégico do tecido sinovial na artrite
induzida por zymosan;

e Averiguar o efeito dos mix sobre a imunomarcacdo para iNOS e NF-kB no tecido
sinovial na artrite induzida por zymosan;

e Estudar o efeito antinociceptivo dos mix no modelo de hipernocicep¢ido plantar
induzida por carragenina ou PGE2;

¢ Investigar se o perfil da atividade antinociceptiva € direta ou indireta.
3.1 Aspectos Eticos
Os protocolos experimentais foram realizados de acordo com os principios éticos da
experimentacdo animal adotados pelo Cdédigo Brasileiro de Experimentagdo Animal
(COBEA). O projeto foi submetido e aprovado pela Comissio de Etica em Pesquisa Animal
(CEPA) da Universidade Federal do Ceard, sob o protocolo nimero 50/11.

3.2 Animais

Foram utilizados 90 ratos machos da linhagem Wistar, com peso médio corporal de

180 a 200 gramas, provenientes do Biotério Central da Universidade Federal do Ceard. Foram
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utilizados seis animais por grupo experimental, os quais foram mantidos em gaiolas, em uma
sala especial sob condicdes de temperatura (24°C) e controlados os ciclos de claro/escuro até
o dia do experimento. Esses animais receberam rag¢ao padrao e dgua ad libitum como parte da

alimentacdo didria até a execugdo dos experimentos.

3.3 Delineamento Experimental

3.3.1 Divisao dos Grupos de Estudo

Os 6leos de mix 6mega 3, 6 e 9 foram administrados durante 7 dias consecutivos,
antes da artrite induzida por zymosan (AIZy), sempre no mesmo hordrio, por via orogastrica.
Essas doses didrias foram de 1,2g mistura /kg/dia de 6leo com a propor¢do 1,4:1 de ®-6/m-3
(efeito anti-inflamatério) e de 3,7:1 de ®w-9/m-6 (efeito antioxidante). O que diferencia os
grupos tratados sdo as diferentes fontes de ®-3: ALA, EPA e DHA, provenientes de linhaca,
O0leo de peixe e algas, resultando nos grupos denominados MIX-1, MIX-2 e MIX-3,

respectivamente (Quadro 2). As solugdes foram administradas de 24/24 horas, sempre no

mesmo horario (periodo da manha).



Quadro 2 - Solugdes e composicdo com respectiva fonte de ®-3
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Solugio Composi¢ao Fonte de -3 Proporg¢oes

MIX- 1 ®-9 + -6 + ®-3 ALA w-6: -3 =1,4:1
Oleo de canola ®-9: -6 =3,7:1
Oleo de girassol rico
em oléico
Oleo de linhaca

MIX-2 ®-9 + ®-6 + ®-3 ALA (35%) w-6: w-3=14:1
Oleo de canola EPA (39%) ®-9: -6 =3,7:1
Oleo de girassol rico | DHA (26%)
em oléico
Oleo de peixe

MIX-3 ®-9 + -6 + ®-3 ALA (84%) w-6: -3 =1,4:1
Oleo de canola DHA (16%) ®-9: ®-6=3,7:1

Oleo de girassol rico

em oléico

DHA puro de algas

Fonte: Vasconcelos (2013, p.36)

ALA = 4cido a-linolénico; EPA = 4cido eicosapentaenoico; DHA = 4cido docosahexaendico.

O delineamento experimental foi dividido em 3 partes de acordo com o modelo: Parte

1- artrite aguda induzida por Zymosan (Zy) (Figura 7), Parte 2- hipernocicep¢cdo mecanica

plantar induzida por Carragenina (Cg) (Figura 8) e Parte 3- hipernocicep¢ao mecanica plantar

induzida por PGE2 (Figura 9), sendo cada experimento composto de 30 animais. Em cada

parte do protocolo (1, 2 e 3), os animais foram distribuidos, aleatoriamente, em dois grupos: o

Controle (n=12) e o Teste (n=18). O grupo Controle foi subdividido em dois grupos de 6

animais, cada: Controle Negativo (n=6) cujos animais receberam 1 mL de dgua, diariamente,
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por via orogdstrica, durante sete dias. O grupo Controle Negativo foi relatado durante todo o
experimento como, apenas, Controle. O Controle Positivo (n=6), cujos animais ndo receberam
nenhum dos MIX, durante esses sete dias, porém esse grupo foi tratado com o farmaco padrao
(Parte 1- Dexametasona ou Parte 2- Indometacina ou Parte 3- Dipirona) no 8° dia (dia do
experimento) em cada modelo experimental respectivo. O grupo Controle Positivo foi
caracterizado com o nome da droga de tratamento utilizada (Dexa ou Indometacina ou
Dipirona). O grupo Teste foi subdividido em trés grupos de 6 animais submetidos,
diariamente, a administracdo orogdstrica de MIX-1 (n=6), MIX-2 (n=6) e MIX-3(n=6),
respectivamente.

Figura 7 - Parte 1- Artrite aguda induzida por Zymosan (Zy)

Grupo Controle (n=12) Grupo Teste (n=18)

Negativo (n=6)

Controle
Positivo (n=6)

MIX-2 (n=6)

N

MIX-1 (n=6) MIX-3 (n=6)

Agua

Farmaco-

Dexametasona

Fonte: A autora.

Na Parte 1 (Figura 7) foi induzida, no oitavo dia, em todos os grupos (Controle e
Teste) a artrite por meio de uma inje¢do intra-articular (i.a.) de zymosan (1mg/50uL) no
joelho direito. Para cada avaliagdo de parametros (varidveis) foram utilizados os cinco grupos
(Contole positivo, Controle negativo, MIX-1, MIX-2 e MIX-3). Foram divididos subgrupos
experimentais para cada varidvel a ser analisada, como: incapacitacdo articular, infiltrado

leucocitario e neutrofilico, edema, permeabilidade vascular, atividade de mieloperoxidase
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(MPO), imunomarcagdo para NF-kB e iNOS e histopatoldgico do tecido sinovial. Além dos
grupos (Controle e Teste), foi utilizado em alguns experimentos o grupo Naive o qual é
composto de joelhos normais (joelho esquerdo- contra-lateral do controle negativo), sem
alteracdo fisioldgica e sem artrite. Esse grupo especifico Naive foi utilizado apenas nos
seguintes parametros: infiltrado leucocitério, atividade de mieloperoxidase, extravasamento
de azul de Evans, imunomarcacdo de iNOS e NF-kB e histopatolégico com objetivo de ser

mais uma forma de comparagao.

Figura 8 - Parte 2- Hipernocicepcdo mecanica plantar induzida por Carragenina (Cg).

Grupo Teste (n=18)

Grupo Controle (n=12)

MIX-3(n=6)

Controle
Positivo(n=6)

Controle
Negativo(n=6)

MIX-1 (n=6)

=

<

U

MIX-2(n=6)

Farmaco-
Indometacina

Fonte: A autora.

Na Parte 2 (Figura 8) foi induzida, no oitavo dia, em todos os grupos (Controle e
Teste) a hipernocicep¢do mecanica plantar por meio de uma injecdo intraplantar (i.pl.) de

carragenina (Cg: 300ug/pata) na pata direita.
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Figura 9 - Parte 3- Hipernocicep¢do mecanica plantar induzida por PGE2.

Grupo Controle (n=12) Grupo Teste (n=18)
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MIX-2(n=6)
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Na Parte 3 (Figura 9) foi induzida, no oitavo dia, em todos os grupos (Controle e
Teste) a hipernocicep¢do mecanica plantar por meio de uma injecdo intraplantar (i.pl.) de

PGE2 (PGE2: 400ng/pata) na pata direita.

3.4 Protocolos Experimentais

3.4.1 Inducdo da Artrite por Zymosan em Joelho de Rato

Os ratos machos, da linhagem Wistar, foram submetidos a uma leve anestesia com

éter etilico e, em seguida, induzida artrite por meio da injecdo intra-articular (i.a), no joelho

posterior direito, de zymosan dissolvido em solugdo salina estéril (1mg/animal; 50ul). Apéds 4
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horas da artrite induzida por zymosan, os animais foram anestesiados com hidrato de cloral

10% (0,1ml/30g, i.p) e, em seguida, eutanasiados.

3.4.2 Andlise da Incapacitacdo Articular (Hipernocicepgao)

Uma das formas de avaliacdo da hipernocicepg¢do foi realizada por meio do Teste de
Incapacitagdo Articular em ratos. Tonussi e Ferreira (1992) descreveram este modelo antes e,
posteriormente, modificado e ajustado para nosso laboratério (MAGALHAES et al., 1997,
VIANA et al., 1998; ROCHA et al., 1999). Ratos machos da linhagem Wistar, receberam
uma injec¢do intrarticular, no joelho posterior direito, de zymosan (1mg/animal; 50ul). Foram
postos para deambular, forcadamente, em um carrossel de piso metdlico (cilindro de aluminio,
30cm de didmetro x 50cm de largura, coberto por uma tela de aluminio nas mesmas
propor¢des), giratorio, com capacidade para trés ratos com velocidade utilizada de 3 rotagdes
por minuto (rpm) (Figura 10). As patas traseiras foram calgadas com sapatilhas metalicas
desenhadas, especialmente, com a finalidade da sapatilha calcada na pata direita
correspondesse ao joelho injetado com zymosan. Essas sapatilhas foram conectadas a porta de
dados de um microcomputador, no qual estava instalado um programa de aquisi¢do de dados
(IA- incapacimetro articular V1.0). Ao tocar com a sapatilha no piso metdlico concluia-se um
circuito. Ao final de 1 minuto, o computador registra o tempo de suspensdao da pata (TSP), ou
seja, o tempo que o animal permaneceu com a pata levantada sem encostar-se ao piso. O TSP
foi medido antes da injecao do estimulo (tempo zero) e de hora em hora até a 4* hora. Assim,
um aumento do TSP indica nocicep¢do (incapacitacio articular), ou seja, a incapacidade do
animal deambular normalmente sobre o carrossel (Figura 10). Vale ressaltar, que 24 horas
antes da realizacdo do ensaio os animais foram treinados, permitindo-se um periodo de

deambulacdo e adaptacdo ao ambiente.
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Figura 10 - Artrite induzida por zymosan (teste de incapacitacao articular em joelho de rato)

Zymosan ‘f‘j

(i.a.) #

Fonte: Aratjo (2012, p.43)

3.4.3 Coleta do Lavado Articular

Apo6s o teste de incapacitagdo articular, os animais foram eutanasiados e a pele e os
ligamentos articulares do joelho injetado foram removidos. Procedeu-se a lavagem da
cavidade articular do joelho com duas inje¢des de 200ul de EDTA10mM em PBS através da
membrana sinovial. Em seguida, recolheu-se o exsudato articular por aspiragdo. As amostras
foram colocadas em tubos eppendorff e mantidas em banho de gelo. Por fim, as aliquotas
coletadas foram para anélise da migracdo celular (contagem total e diferencial de leucécitos);

dosagem de mieloperoxidase (MPO).

3.4.4 Contagem Total de Leucdcitos

A contagem do ntimero total de células foi feita na camara de Neubauer utilizando
20ul do lavado articular diluido em 380ul da solu¢do de Turk. Em seguida, 20ul dessa
amostra (solucdo de Turk + lavado articular) foi colocado na camara de Neubauer e foi

realizada a contagem do nimero total de leucdcitos nos quatros quadrantes da camara com
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auxilio de microscopio Optico (aumento de 100x). Empregou-se o contador manual e, o

resultado final € expresso como nimero de leucdcitos totais x 10%/ml.
3.4.5 Contagem Diferencial de Leucdcitos

Apos a retirada de aliquotas para contagem total do nimero de leucdcitos, o lavado
articular foi centrifugado (1.500 rpm, 10 min, 4° C). O sobrenadante foi estocado a -70° C, e o
pellet celular foi ressuspenso em 200ul de solu¢ao de PBS e EDTA. Em seguida, as 1aminas
para contagem diferencial foram preparadas por citocentrifugacdo (1.500 rpm, 10 min) de
uma aliquota do lavado articular (50ul). As laminas foram colocadas por 4 min no fixador e
foram coradas com eosina (30 seg) e hematoxilina (20 seg). Posteriormente, as laminas foram
lavadas em &4gua corrente e colocadas para secagem. No final, procedeu-se a contagem
diferencial das células do exudato articular. As células foram examinadas em microscopio
optico através da objetiva de imersd@o em 6leo (aumento de 100x). Foram entdo contadas 100
células por lamina, diferenciando-se os tipos celulares em: neutréfilos, linfécitos, macréfagos
e mondcitos. O nimero de neutréfilos presentes no lavado articular foi obtido através da
porcentagem de neutréfilos (contagem diferencial) e da quantidade de células total presentes

no lavado articular. Os resultados foram expressos como nimero de neutréfilos x 10%/ml.
3.4.6 Avaliagao da Atividade de Mieloperoxidase (MPO)

A MPO € uma enzima encontrada predominantemente em granulos azuréfilos de
leucdcitos polimorfonucleares e tem sido usado como indice quantitativo para avaliar a
inflamacdo em vdrios tecidos. Para tanto, as amostras colhidas do liquido sinovial
previamente foram descongeladas e 50uL do liquido foram colocados em placa de 96 pogos
para o ensaio. Em cada poco, adicionaram-se 25uL. de TMB (3,3, 3, 3- tetramethlybenzidine;
1,6Mm) e 100uL de H,O, (0,5Mm) e, posteriormente, placa foi incubada por 5 min a 37°C.
A seguir, a reacao foi interrompida com 4cido sulfirico 4 M. Realizou-se a quantificacao dos
neutréfilos a partir de uma curva padrio de neutrfilos (1 x 10° neutréfilos/ poco / 50uL).
Determinou-se a absorvancia em leitor de ELISA no comprimento de onda de 450 nm. Os

resultados foram expressos como neutréfilos / pL. de liquido sinovial.

3.4.7 Coleta do Tecido Sinovial de Joelho de Rato
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Os animais receberam injecdo intrarticular de zymosan (1mg/animal, 50uL) no joelho
posterior direito, apés quatro horas de experimento foram anestesiados por via i.p. com
hidrato de cloral 10% (0,1 ml/30g, i.p.) e eutanasiados. Para coleta do tecido sinovial, a pele e
os ligamentos articulares do joelho injetado foram removidos a e procedeu-se a remog¢ao
cirdrgica do tecido sinovial. O tecido foi fixado em formol 10% e 24h depois em alcool 70%.
As pecas foram desidratadas e parafinizadas para corte e confeccdo de laminas para

imunohistoquimica.

3.4.8 Andlise de Edema nas Articulagdes do Joelho

O edema da articulagdo do joelho foi avaliado por medi¢ao do didmetro transversal do
joelho direito, no qual foi injetado zymosan, utilizando um paquimetro digital (Digimatic
Caliper, Mitsutoyo Corporation, Japao) que foi empregado para medir o edema. A medi¢do
foi realizada antes da administragdo de zymosan (tempo zero) e, subsequentemente, a cada
hora durante cinco horas. Para a medida das articulacdes, o animal foi cuidadosamente
imobilizado por um pesquisador, e a medida do didmetro do joelho foi realizada por um
segundo pesquisador. O edema foi expresso em milimetros (mm). Os dados foram
apresentados como a diferenca média entre os valores do diametro articular obtidos a cada
hora apds a inje¢do de zymosan e o valor obtido imediatamente antes da injecdo de zymosan

(A=Variacdo do Diametro Articular, mm).

3.4.9 Permeabilidade Vascular por Extravasamento de Azul de Evans na Articulagcdo

Os animais receberam a injecdo intrarticular de zymosan (I mg/animal, 50uL) no
joelho posterior direito, apds seis horas foram anestesiados com hidrato de cloral 10% (0,1 ml
/ 30g, i.p.) e eutanasiados. O método de extravazamento de azul Evans, como descrito por
Lam e Ferrell (1991), foi usado para avaliar o extravasamento de proteinas plasmaticas para a
articulacao do joelho de rato. Esse método baseia-se no fato de que o azul de Evans tem alta
afinidade de ligacdo as proteinas (albumina) do plasma. Normalmente, as proteinas
plasmaticas (albumina) ligadas ao azul de Evans ndo podem passar através das aberturas
endoteliais, e elas sdo, portanto, restrita ao compartimento vascular. No entanto, quando a
aberturas endoteliais sdo ampliadas, o complexo plasmatico albumina-azul de Evans pode
escapar para o intersticio. Assim, medi¢do da quantidade de corante azul de Evans na capsula

sinovial pode fornecer um indice da permeabilidade vascular relativa.
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O Azul de Evans (25mg/kg) foi administrado por injecdo endovenosa 1 hora antes da
eutandsia. Apos seis horas da injecdo de zymosan, os animais foram eutanasiados e a sindvia e
tecidos periarticulados foram dissecados de cada joelho de forma conjunta. Em seguida,
foram coletadas as articulacdes de cada grupo especificado. Cada articulagdo foi colocado em
um tubo de ensaio contendo 2ml de formamida. Retirando-se o tecido, o liquido foi utilizado
para andlise por espectrofotometria. Os tecidos obtidos a partir de cada articulacdo do joelho
foram pesados, e a quantidade de azul de Evans nas amostras foi estimada utilizando uma
técnica de extragdo, onde o tecido extraido foi colocado em uma solucdo de formamida (2 ml)
em tubos de vidro e incubou-se a 40° C overnight para a extragdo do corante. Cada tubo foi
centrifugado durante 10 min a 2.000 rpm, e 200ul do sobrenadante foi separado para a
medi¢do da absorvancia a 620 nm usando um leitor de microplacas (Biotek Instruments,
Winooski, VT). A quantidade de corante reabsorvido foi calculada por comparacdo da
absorbancia do fluido com a de uma curva padrido preparado com concentragdes conhecidas

de uma solucdo de azul de Evans.

3.4.10 Andlise Imunohistoquimica para NF-Kb e iNOS

Os marcadores NF-kB e iNOS no tecido sinovial sdo indicativos de respostas
inflamatdrias que ocorreram. Logo, esses marcadores sdo muito importantes para analisar a
inibicdo ou presenca de processo inflamatério na regido a ser considerada. A sindvia foi
removida como ja descrito, e fixada em formol a 10% durante 24 horas. Posteriormente,
foram desidratadas e, entdo, incluidas em parafina. A imunohistoquimica para NF-Kb e iNOS
foi realizada no tecido sinovial da articulacio do joelho de ratos usando o método
estreptavidina-biotina-peroxidase. Os tecidos foram cortados no plano transversal com 4pm
de espessura com o auxilio de um micrétomo. As sec¢des de tecidos foram montadas em
laminas especiais para imunohistoquimica. O ensaio de imunohistoquimica foi realizado na
seguinte sequéncia: desparafinizacdo e hidratacdo dos cortes. Na desparafinizacdo as 1aminas
foram deixadas em estufa a 66-88°C durante trés horas. Em seguida, foram colocadas em xilol
(trés banhos com duragdo de cinco minutos cada). A reidratacdo foi realizada em
concentracdes de alcodis decrescentes 100%, 90% e 70% (banhos com duracdo de cinco
minutos cada) e dgua destilada (banho com duracdo de cinco minutos), seguida da ativagcdo
antigénica em tampdo citrato pH 6,0 (98°C por 15min, em forno microondas), apds

esfriamento (20 min), foi realizada inibicdo da peroxidase tecidual com peroxido de
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hidrogénio (H 2O 2) a 3% (dois banhos, 10min cada) e lavadas em PBS. Em seguida, as sec¢des

foram incubadas com os anticorpos primérios (anti-NF-Kb ou anti- iNOS produzidos em
coelho), overnight a 4°C, os anticorpos foram diluidos a 1:200 em albumina bovina 5% (BSA
5%). O controle negativo ndo recebeu anticorpo primario.

No dia seguinte, o anticorpo primério foi removido por lavagem em tampao PBS e as
secgoes foram incubadas durante 30 minutos com o anticorpo secundério (anti-IgG de coelho,
diluido em BSA 5%, diluicdo 1:400). Apds lavagem em PBS ocorreu a incubagdo com o
complexo estrepto-avidina-peroxidase (complexo ABC) durante 30 minutos. A coloracdo foi
realizada através da adi¢cdo do diaminobenzidina-per6xido de hidrogénio (DAB-perdxido).
Este corante produz uma marcacdo de cor marrom. Foi realizada a contra-coloracdo com
hematoxilina de Mayer durante cinco minutos. Entdo, foi realizada a desidratacdo em
gradacoes de etanol, seguidas de xilol e depois foram montadas com entelan. Apds a secagem
as laminas foram examinadas no microscépio Leica® e registradas as fotografias dos cortes
obtidos do tecido sinovial. A quantificacdo da drea marcada nas fotos foi feita diferenciando
as areas marcadas em pixels pela maior saturacao de cor associada a marcag@o (marrom). Para
isso foi utilizado o programa Image J — NIH (Fiji). O procedimento foi baseado na saturacao
da cor associada a marcacao positiva para um determinado marcador. Os limites necessarios
para defini¢do de pixels marcados e nao marcados foram definidos previamente através da

ferramenta ‘“‘color threshold” do software.

3.4.11 Analise Histopatoldgica Articular

A sindvia foi removida como j descrito, e fixada em formol a 10% durante 24 horas.
Posteriormente, foram desidratadas e, entdo, incluidas em parafina. A seguir, os tecidos
sinoviais foram suspensos em sulfato de sédio a 5%, sendo, entdo, incluidas em parafina.
Ap6s este procedimento, foram feitos cortes seriados de 4 pum em micrétomo apropriado e as
laminas obtidas foram coradas com hematoxilina e eosina (HE). Os cortes histolégicos foram
examinados ao microscopio 6tico objetivando analisar a proliferacdo ou inibicao de tecido
fibroso, do tecido adiposo, do infiltrado celular, da integridade da cdpsula articular e de

células gigantes (PAIVA et al., 2011).

3.4.12 Teste de Hipernocicecdo Mecanica Plantar
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Os animais receberam uma injecao intraplantar (i. pl.) de carragenina (Cg; 300ug/pata)
ou prostaglandina E, (PGE2; 400ng/pata) nas patas traseiras direitas. A intensidade de
hipernocicepc¢do foi avaliada pelo limiar de sensibilidade de cada animal a um estimulo
mecanico produzido pela pressdo gradual exercida por um filamento rigido acoplado a um
aparelho que registra a pressdo em gramas exercida na ponta desse filamento. A estimulagdo
mecanica foi exercida na regido plantar das patas traseiras direitas, como € demonstrado na
figura 11. O aparelho (eletronic Von-Frey anesthesiometer) registra a pressio em gramas
suficiente para provocar uma reagdo descrita como uma flexdao da pata seguida por um

“flinch” ap0s a retirada da pata em contato com o aparelho (CUNHA et al., 2004).

Figura 11 - Teste de hipernocicep¢do mecanica plantar

Analgasimetro Digita

Fonte: Adaptado por Lino et al. (2011).

Os animais foram colocados individualmente em compartimentos de acrilico
transparentes (9 x 7 x 11 cm) localizados em uma plataforma de arame elevada para permitir
o acesso a superficie ventral das patas traseiras direitas. A hipernocicep¢do mecanica plantar
(grau de sensibilidade ao estimulo mecanico) foi avaliada antes (tempo zero) e apds a injecao

da carragenina ou PGE2.

3.5 Analise estatistica

Os dados paramétricos foram expressos como média + o erro padrao da média (EPM).

A andlise estatistica foi feita usando o teste one-way ANOVA, seguida do teste de Newman-
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Kels. A significancia estatistica foi observada quando obtinha o valor de p<0,05. Para
realizacdo dos testes estatisticos foi utilizado o software Prisma versdo 5.0 da GraphPad
Software.

Dados nao-paramétricos (escores histopatoldgicos) foram expressos como mediana,
valores minimos e maximos. Posteriormente, foi executada a andlise estatitica por meio do

teste de KRUSKAL-WALLIS seguido do teste de Dunns.
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4 RESULTADOS

4.1 Efeito antinociceptivo do pré-condicionamento com misturas de 6leos 6mega 3, 6 ¢ 9

sobre a incapacitacao articular na artrite induzida por zymosan em joelho de rato

Os animais desenvolveram incapacitacdo articular quando o valor do tempo de
suspensdo da pata (TSP) aumentava, o qual era medido pelo Teste de Incapacitacdo Articular
(hipernocicepcao) para ratos. O pico da incapacitacdo € considerado o ponto que corresponde
ao maior valor de TSP, entre a 3* e 4® hora, apds a administracdo com Zy. No gréfico a seguir
podemos visualizar que o pico se encontra na 3* hora onde ocorreu o pico do aumento do TSP
para o grupo controle em relacdo aos grupos tratados. Nos grupos que foram condicionados
com MIX-1, MIX-2 e MIX-3 (na dose de 1,2 g/Kg de peso/dia, durante 7 dias consecutivos
antes da artrite) foram observados que os valores do TSP tiveram diferencas significantes
(p<0,05) na reversdo da incapacitacdo articular comparando-se com o grupo controle. A
administracdo da dexametasona (na dose de 4mg/kg, via s.c., 2 horas antes de induzir a reagdo
inflamatdria) inibiu de forma significante (p< 0,01) a incapacita¢do articular medida na 3?

hora sendo semelhante ao grupo tratado com MIX-2. (Figura 12).
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Figura 12 - Efeito antinociceptivo do pré-condicionamento com misturas de 6leos 6mega 3, 6
e 9 sobre a incapacitagdo articular na artrite induzida por zymosan em joelho de rato
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Fonte: A autora

Todos os grupos foram submetidos 2 artrite induzida por zymosan (1 mg/animal; 50 pl, i.a). Agua (Controle,
Iml/animal, v.o.; 1 vez ao dia, durante 7 dias antes do zymosan). MIX-1, MIX-2 e MIX-3 (na dose de 1,2 g/Kg
de peso/dia ; v.0o, 1 vez ao dia durante 7 dias consecutivos antes do zymosan). Dexametasona (Dexa, 4mg/kg,
s.c.; 2h antes do zymosan). A incapacitagdo articular foi avaliada de hora em hora pelo Tempo de Suspensao da
Pata (TSP), em segundos, até a 4® hora apds a administracdo do zymosan. Os dados representam média do TSP +
EPM de 6 animais por grupo. (A) cinética da incapacitacdo articular; maior valor obtido entre a 3* e 4* horas
apos a injecdo de zymosan. *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001 relagdo ao grupo controle (ANOVA, seguida de

Newman-Keuls).

4.2 Efeito do pré-condicionamento com misturas de d6leos omega-3, 6 e¢ 9 sobre o

infiltrado de leucécitos na artrite induzida por zymosan em joelhos de rato

O pré-condicionamento com o MIX-1, MIX-2 e MIX-3 (na dose de 1,2 g/Kg de
peso/dia, durante 7 dias consecutivos, antes da inducdo da AIZy) inibiu de forma significante
(p< 0,05) o influxo de leucdcitos medido na 4* hora de artrite, em relacdo ao grupo controle

(Figura 10). Os MIX-1 e MIX-3 demonstraram uma diferen¢a mais significativa com p<0,001
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a semelhanca com a dexametasona. A administragdo da dexametasona (na dose de 4mg/kg,
via s.c., 2 horas antes de induzir a rea¢do inflamatdria) inibiu de forma significante (p< 0,001)
o influxo de leucécitos, medido na 4* hora de artrite (Figura 13A).

Quanto a contagem diferencial de leucdcitos observou-se uma diminuic¢ao significante
(p<0,001) de células polimorfonucleares com os pré-condicionantes MIX-1, MIX-2 e MIX-3
(na dose de 1,2 g/Kg de peso/dia, durante 7 dias consecutivos, antes da inducdo da AlZy)
comparado ao grupo controle (Figura 13B) semelhante a dexametasona. A administracdo da
dexametasona (na dose de 4mg/kg, via s.c., 2 horas antes de induzir a rea¢do inflamatoria)

inibiu de forma significante (p<0,001), o influxo de neutréfilos em relagdo ao grupo controle.

Figura 13 - Efeito do pré-condicionamento com misturas de 6leos dmega-3, 6 € 9 sobre a
migragdo celular para cavidade articular de ratos submetidos a artrite induzida por zymosan
em joelhos de rato
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Todos os grupos foram submetidos 2 artrite induzida por zymosan (1 mg/animal; 50 ul, i.a). Agua (Controle, C,
Iml/animal, v.0.; 45 min antes do zymosan, dose Unica). MIX-1, MIX-2 e MIX-3, na dose de 1,2 g/Kg de
peso/dia, durante 7 dias consecutivos ; v.0, 1 vez ao dia). Dexametasona (Dexa, 4mg/kg, s.c.; 2h antes do
zymosan). O grupo Naive representa os animais que ndo receberam nenhum estimulo intra-articular e nem
tratamento (joelho esquerdo). O nimero total de leucécitos foi quantificado no lavado articular apds 4 horas. Os
dados representam média do nimero de células + EPM de 6 animais por grupo. (A) leucdcitos totais; (B)
Neutréfilos polimorfonucleares. *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001 relagdo ao grupo controle (ANOVA, seguida
de Newman-Keuls). ### representa diferengas significantes (p<0,001) entre os grupos Controle e Grupos

tratados (MIX1, MIX-2 e MIX-3) em relagdo ao grupo Naive.

4.3 Efeito do pré-condicionamento com misturas de dleos 6mega 3, 6 e 9 sobre a

atividade de mieloperoxidase na artrite induzida por zymosan em joelho de rato

Na Figura 14, observa-se que o condicionamento com os MIX-1, MIX-2 e MIX-3 (na
dose de 1,2 g/Kg de peso/dia, durante 7 dias consecutivos, antes da inducdo da AIZy) inibiu
de forma significante (p< 0,05) a atividade de MPO em relagdo ao grupo controle. Parece ser
relacionado a diminuicdo de migracdo de neutréfilos para o liquido sinovial. Quando se
compara os grupos Controle e Pré- condicionados (MIX-1, MIX-2 e MIX-3) em relacdo ao
grupo Naive, todos tiveram diferencas significantes (p<0,001). A dexametasona (na dose de
4mg/kg, via s.c., 2 horas antes de induzir a reacdo inflamatéria) bloqueou de forma
significante a atividade de MPO em relacao ao grupo controle (p<0,01) e em relacdo ao grupo

Naive (p<0,001).
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Figura 14 - Efeito do pré-condicionamento com misturas de 6leos dmega 3, 6 e 9 sobre a
atividade de mieloperoxidase (MPO) na artrite induzida por zymosan em joelho de rato.
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Fonte: A autora

Todos os grupos foram submetidos 2 artrite induzida por zymosan (1 mg/animal; 50 pl, i.a). Agua (Controle, C,
Iml/animal). MIX-1, MIX-2 e MIX-3 (na dose de 1,2 g/Kg de peso/dia, durante 7 dias consecutivos antes da
artrite; v.o.; 1 vez ao dia). Dexametasona (Dexa, 4mg/kg, s.c.; 2h antes do zymosan). O grupo Naive representa
os animais que ndo receberam nenhum estimulo intra-articular e nem tratamento. Avaliacdo da atividade de
mieloperoxidase foi realizada no liquido sinovial coletado. Os resultados sdo expressos como uma quantificagdo
dos neutréfilos a partir de uma curva padrdo de neutréfilos (1 x 10° neutréfilos/ pogo / 50uL). Determinou-se a
absorvancia em leitor de ELISA no comprimento de onda de 450 nm. Os resultados foram expressos como
neutréfilos/uL de liquido sinovial lavado + EPM de 6 animais por grupo. *p<0,05, **p<0,01 e ***P<0,001
relacdo ao grupo controle. (ANOVA, seguida de Newman-Keuls). ### (p<0,001) representa diferenca
significantes entre os grupos Controle e Tratados (MIX-1, MIX-2e MIX-3) em relagdo ao grupo Naive.

4.4 Efeito do pré-condicionamento com misturas de d6leos 6mega 3, 6 e 9 sobre o edema

articular na artrite induzida por zymosan em joelho de rato

A migracdo celular no liquido sinovial é acompanhada de aumento da permeabilidade
vascular no joelho dos animais e apresenta o pico de extravasamento plasmatico na 5* h apds
inducdo da AIZy. O pré-condicionamento com MIX-1, MIX-2 e MIX-3 (na dose de 1,2 g/Kg

de peso/dia, durante 7 dias consecutivos, antes da induc@o da AIZy no joelho dos ratos)
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impediu significativamente (p<0,05) o aumento da permeabilidade vascular em relagdo ao
grupo controle na 4* h. Ja a administracdo da dexametasona (na dose de 4mg/kg, via s.c., 2
horas antes de induzir a reacdo inflamatdria) inibiu de forma significativa (p< 0,05) o

aumento da permeabilidade vascular na 4* e 5* hora apds a indugdo da artrite (Figura 15).

Figura 15 - Efeito do pré-condicionamento com misturas de 6leos dmega 3, 6 e 9 sobre o
edema articular na artrite induzida por zymosan em joelho de rato
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Fonte: A autora

Todos os grupos foram submetidos 2 artrite induzida por zymosan (1 mg/animal; 50 ul, i.a). Agua (Controle, C,
Iml/animal, v.0.). MIX-1, MIX-2 e MIX-3 (na dose de 1,2 g/Kg de peso/dia, durante 7 dias consecutivos antes
do zymosan , v.0.;1 vez ao dia). Dexametasona (Dexa, 4mg/kg, s.c.; 2h antes do zymosan). O grafico representa
a diferenca do edema das articulagdes desde a Oh até a Sh (tratamento 1 vez ao dia, durante 7 dias). Os dados
representam a média da diferenca do edema + EPM de 6 animais por grupo. *p<0,05, **p<0,01 e ***P<0,001

relacdo ao grupo controle (ANOVA, seguida de Newman-Keuls).

4.5 Efeito do pré-condicionamento com misturas de dleos omega 3, 6 ¢ 9 sobre a

permeabilidade vascular na artrite induzida por zymosan em joelho de rato

Observa-se no grafico a medida pg Azul de Evans/mg de Tecido por cada grupo
especificado no experimento. Foram observadas diferencas estatisticamente (p< 0,05) nos

grupos MIX-1, MIX-2, MIX-3 e Dexametasona em relagdo ao grupo Controle. Porém, os
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grupos MIX-3 e Dexametasona foram os grupos que apresentaram os melhores resultados
(p<0,001) em relacao ao grupo Controle. Quando comparamos os grupos Controle e MIX-1,
MIX-2 e MIX-3 (que foram submetidos a artrite induzida por zymosan -1 mg/animal; 50 pl,
1.a) ao grupo Naive, todos eles tiveram diferencas significantes (p<0,05). Além disso,
comparou-se o efeito da diminui¢do do extravasamento de azul de Evans entre os grupos pré-
condicionados (MIX-1, MIX-2 e MIX-3) e chegou-se a conclusio que o MIX-3 obteve o

melhor resultado entre eles com diferencas significantes (p<0,001). (Figura 16)

Figura 16 - Efeito do pré-condicionamento com misturas de 6leos dmega 3, 6 e 9 sobre a
permeabilidade vascular na artrite induzida por zymosan em joelho de rato.
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Todos os grupos foram submetidos 2 artrite induzida por zymosan (1 mg/animal; 50 ul, i.a). Agua (Controle, C,
Iml/animal, v.o.; 1 vez ao dia, durante 7 dias antes do zymosan). MIX-1, MIX-2 e MIX-3 (na dose de 1,2 g/Kg
de peso/dia, durante 7 dias consecutivos antes da artrite ; v.o.; 1 vez ao dia). Dexametasona (Dexa, 4mg/kg, s.c.;
2h antes do zymosan). O grupo Naive representa os animais que nio receberam nenhum estimulo intra-articular e
nem tratamento. Os resultados estdo expressos em pg/ml. Os dados representam a média da quantidade do

extravazamento de azul de Evans + EPM de 6 animais por grupo. *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001 relagdo ao
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grupo controle (ANOVA, seguida de Newman-Keuls). # representa diferenca estatistica entre o grupo controle e

0 Naive.

4.6 Efeito do pré-condicionamento com misturas de dleos 6mega 3, 6 e 9 sobre a

imunoexpressao do NF-kB e iNOS no tecido sinovial

A andlise imunohistoquimica das sindvias dos grupos testados demonstrou perfis
imunolégicos distintos entre os grupos. Membranas sinoviais de animais do grupo Naive
apresentaram estrutura normal, com pouca presenca de infiltrado celular com uma leve
immunoexpressao de NF-xB (Figura 17, A e B) iNOS (Figura 19, A e B). Membranas do
grupo Controle (AIZy) apresentaram intenso infiltrado celular com considerdvel marcagdo da
expressao inflamatdria de NF-xB (Figura 17, C e D) e da iNOS isoforma induzida do NOS
(Figura 19, C e D). As figuras 17 (G e H) e 19 (G e H) representam corte
imunohistopatolégico da membrana sinovial de animal submetido a AIZy e pré-condicionado,
durante 7 dias consecutivos, com MIX-1, onde foi observado uma reducdo do infiltrado
celular com, consequente, limitacao da expressao de NF-xB e iNOS . Nas figuras 17 (IeJ) e
a figura 19 (I e J) representam o corte imunohistopatolégico da membrana sinovial de animal
submetido a AIZy e condicionado, durante 7 dias consecutivos, com MIX-2, onde foi
observado uma diminui¢do do infiltrado celular com consequente reducdo da expressao de
NF-«B e iNOS semelhante as figuras 17 (L e M) e a figura 19 (L e M), as quais se referem ao
grupo MIX-3, pré-condicionados durante 7 dias consecutivos. A andlise por
imunohistoquimica das membranas sinoviais de animais tratada com dexametasona (na dose
de 4mg/kg, via s.c., 2 horas antes de induzir a reacao inflamatéria) demonstrou diminui¢do da
expressdo de NF-kB e iNOS (figuras 17 e 19, E e F, respectivamente). Os grupos que
receberam o pré-condicionamento com MIX-1, MIX-2 e MIX-3 obtiveram achados
semelhantes com o da dexametasona, os quais inibiram a migragao de infiltrado para o tecido
e, consequentemente, a marcacdo de NF-xB e iNOS. As figuras (17 e 19, N e O)
correspondem ao Controle Negativo, o qual nio recebeu o anticorpo primario no experimento.
Todas essas caracteristicas especificas de cada figura mencionada acima podem ser
comprovadas de acordo com os gréficos a seguir (FIGURA 18 e 20). Na figura 18 que
representa a imunoexpressao de NF-Kb, notou-se que os grupos (MIX-1, MIX-2 e MIX-3) e a
Dexametasona inibiram consideravelmente a imunoexpressdo de NF-xB alcancando
diferencas significantes (p<0,001) semelhantes aos resultados encontrados no grafico da
figura 20 que representa a imunoexpressao de iNOS obtendo diferencas significantes

(p<0,001) para os grupos Dexametasona e Pré-condicionados (MIX-1, MIX-2 e MIX-3).
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No grifico acima as figuras (A e B) representam grupo Naive; (C e D) representam grupo Controle. (E e F)
representam grupo tratado com dexametasona, 4mg/kg; (G e H) representam o grupo MIX-1; (I e J) representam
grupo MIX-2 ; (L e M) as figuras representativas do grupo MIX-3 ; (N e O) correspondente ao grupo controle
negativo o qual ndo recebeu o anticorpo primdrio durante o experimento.

Figura 18 - Quantificagdo da imunoexpressido para NF-kB em tecido sinovial, de ratos
submetidos a artrite por zymosan
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Fonte: A autora

Quantificacdo da 4rea marcada por imunohistoquimica para NF-kB em tecido sinovial. A drea positiva que
aparece em marrom foi quantificada. Os resultados foram apresentados como percentual de drea demarcada
(pixels), em relacdo a drea da total da micrografia. Todos os grupos foram submetidos a artrite induzida por
zymosan (1 mg/animal; 50 pl, i.a). Agua (Controle, C, 1ml/animal, v.o.; 1 vez ao dia, durante 7 dias antes do
zymosan). MIX-1, MIX-2 e MIX-3 (na dose de 1,2 g/Kg de peso/dia, durante 7 dias consecutivos antes da
artrite; v.0.; 1 vez ao dia). Dexametasona (Dexa, 4mg/kg, s.c.; 2h antes do zymosan). O grupo N- Naive
representa os animais que nao receberam nenhum estimulo intra-articular e nem tratamento. Os resultados estdo
expressos como média + EPM de 6 animais por grupo. *p<0,05, *#*p<0,01 e ***p<0,001 relacdo ao grupo

controle (ANOVA, seguida de Newman-Keuls).
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Figura 19 - Efeito do pré-condicionamento com misturas de 6leos 6mega 3, 6 € 9 sobre a
imunoexpressdo do iNOS no tecido sinovial

Fonte: A autora
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No grafico acima as figuras (A e B) representam grupo Naive; (C e D) representam grupo Controle. (E e F)
representam grupo tratado com dexametasona, 4mg/kg; (G e H) representam o grupo MIX-1; (I e J) representam
grupo MIX-2 ; (L e M) as figuras representativas do grupo MIX-3 ; (N e O) correspondente ao grupo controle

negativo o qual ndo recebeu o anticorpo primdrio durante o experimento.

Figura 20 - Quantificacdo da imunoexpressdo para iNOS em tecido sinovial, de ratos
submetidos a artrite por zymosan
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Fonte: A autora

Quantificacdo da drea marcada por imunohistoquimica para NFkB em tecido sinovial. A drea positiva que
aparece em marrom foi quantificada. Os resultados foram apresentados como percentual de drea demarcada
(pixels), em relacdo a drea da total da micrografia. Todos os grupos foram submetidos a artrite induzida por
zymosan (1 mg/animal; 50 pl, i.a). Agua (Controle, C, 1ml/animal, v.o.; 1 vez ao dia, durante 7 dias antes do
zymosan). MIX-1, MIX-2 e MIX-3 (na dose de 1,2 g/Kg de peso/dia, durante 7 dias consecutivos antes da artrite
; v.0.; 1 vez ao dia). Dexametasona (Dexa, 4mg/kg, s.c.; 2h antes do zymosan). O grupo N-Naive representa os
animais que ndo receberam nenhum estimulo intra-articular e nem tratamento. Os resultados estdo expressos
como média + EPM de 6 animais por grupo. *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001 relagdo ao grupo controle

(ANOVA, seguida de Newman-Keuls).

4.7 Efeito do pré-condicionamento com misturas de dleos d0mega 3, 6 e 9 sobre as

alteracoes histopatologicas na artrite induzida por zymosan em joelho de rato
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O Quadro 3 representa os escores atribuidos as andlises histopatoldgicas dos tecidos
sinoviais. A partir dos cortes seriados dos tecidos, as 1aminas obtidas foram coradas com
hematoxilina e eosina (HE). Os cortes histoldgicos foram examinados ao microscopio 6ptico
objetivando analisar a proliferacdo ou inibicdo do infiltrado celular, do tecido adiposo, de
tecido fibroso, da integridade da cdpsula articular e de células gigantes (PAIVA et al., 2011).
De acordo com o Quadro 3, observou-se que a administracdo didria consecutiva do MIX- 1 e
MIX-2 preservaram a integridade da cdpsula obtendo diferencas significantes (p<0,05) em
relacdo ao grupo Controle. De acordo com o parametro Infiltrado Celular, apenas a Dexa
conseguiu inibir o infiltrado celular adquirindo diferengas significantes (p<0,05). Em relagcdo
aos outros parametros, permaneceram inalterados. Quando comparamos o grupo Controle em
relacdo o grupo Naive, tiveram diferengas significantes nos seguintes parametros: Infiltrado

Celular (p< 0,05) e Integridade da Cépsula (p<0,01). (Figura 21)

Quadro 3 - Efeito das misturas de 6leos dmega 3, 6 € 9 sobre as alteragdes histopatolégicas na
artrite induzida por zymosan em joelho de ratos

Grupos/parametros | Infiltrado Adipécitos | Tecido Integridade Células
Celular Fibroso da Capsula Gigantes
Naive 0(0-0) 3(3-3) 1(0-1) 3(2-3) 0(0-0)
Controle 32-3)# 2(3-3) 1,51 -2) 1(1-1)## 00-1)
Dexa 1(0-2)* 2(3-3) 1(0-2) 2(1-3) 0(0-0)
MIX-1 1(1-3) 2(3-3) 1(1-2) 3(2-3)* 0(0-0)
MIX-2 2(1-3) 2(3-3) 1,5(1-3) [25@2-3)* 0(0-0)
MIX-3 2(1-3) 3(3-3) 1(0-1) 2(2-3) 0(0-0)

Fonte: A autora

Os dados representam a mediana e variacdo minima e maxima de cada pardmetro + EPM de 6 animais por
grupo. *p<0,05 representa diferencas significantes em relacdo ao grupo Controle (KRUSKAL-WALLIS test,
seguido de Dunns). #(p<0,05) e ## (p<0,01) representam diferencas significantes do grupo Controle em relagdo

ao Grupo Naive.
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Figura 21 - Efeito do pré-condicionamento com misturas de 6leos dmega 3, 6 e 9 sobre as
alteracdes histopatoldgicas na artrite induzida por zymosan em joelho de rato.
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No gréfico acima as figuras (A e B) representam grupo Naive; (C e D) representam grupo Controle. (E e F)
representam grupo tratado com dexametasona, 4mg/kg; (G e H) representam o grupo MIX-1; (I e J) representam
grupo MIX-2 ; (L e M) as figuras representativas do grupo MIX-3 ; (N e O) correspondente ao grupo controle

negativo o qual ndo recebeu o anticorpo primdrio durante o experimento.

4.8 Efeito do pré-condicionamento com misturas de dleos 6mega 3, 6 e 9 sobre a

hipernocicepcao mecanica plantar induzida por carragenina

Todos os grupos pré-condicionados com MIX-1, MIX-2 e MIX-3 (na dose de 1,2 g/Kg
de peso/dia; v.o, 1 vez ao dia, durante 7 dias consecutivos antes da inducdo do estimulo
inflamatdrio- pela carragenina (300ug/pata, via i.pl.) foram capazes de prevenir de forma
significante (p<0,05), a partir da 4* hora, a hipernocicep¢do mecanica plantar, que foi
mensurada através do aumento do limiar nociceptivo do animal, quando comparadas ao grupo
controle. A indometacina (na dose de 10mg/kg, v.o., 45 minutos antes de induzir a reacdo
inflamatdria) inibiu de forma significante (p< 0,05) a partir da 4° hora, a hipernocicep¢ao. Na
5% hora, observou-se a inibicdo mdxima da hipernocicepcao dos grupos (MIX-1, MIX-2 e
MIX-3) e o grupo onde foi administrada a Indometacina em relagdo ao controle, sendo os
grupos com MIX-1 e MIX-2 semelhantes com o grupo da Indometacina (p<0,001). (Figura
22).
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Figura 22 - Efeito do pré-condicionamento com misturas de 6leos dmega 3, 6 e 9 sobre a
hipernocicep¢do mecanica plantar induzida por carragenina
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Fonte: A autora

Todos os grupos receberam injecdo intraplantar de carragenina (300pg/pata). Agua (Controle, 1ml/animal, v.o.;
1 vez ao dia, durante 7 dias antes da carragenina). MIX-1, MIX-2 e MIX-3 (na dose de 1,2 g/Kg de peso/dia;
v.0.; 1 vez ao dia, durante 7 dias antes da carragenina). Indometacina (10mg/kg, v.o.; 45 min antes da
carragenina). O teste nociceptivo (hipernocicep¢ido mecanica plantar - Von-Frey Eletronico) foi realizado a cada
1 hora até a 5% hora. Os dados representam a média do limiar de retirada da pata em gramas (intensidade da
hiperernocicepcio) = EPM de 6 animais por grupo. *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001 relagcdo ao grupo controle

(ANOVA, seguida de Newman-Keuls).

4.9 Efeito do pré-condicionamento com misturas de dleos omega 3, 6 ¢ 9 sobre a

hipernocicep¢ao mecanica plantar induzida por PGE2

Os grupos condicionados MIX-1, MIX-2 e MIX-3 (na dose de 1,2 g/Kg de peso/dia;
v.0, 1 vez ao dia, durante 7 dias consecutivos antes da induc¢do do estimulo nociceptivo -
PGE2, 400ng/pata, via i.pl.) ndo foram capazes de prevenir a hipernocicep¢cdo mecénica
plantar induzida por PGE2, ou seja, aumentar o limiar nociceptivo do animal, quando
comparadas ao grupo controle em nenhum tempo (h). Apenas na 4* hora, observou-se que o
grupo tratado com dipirona (na dose de 80mg/kg, v.o., 45 minutos antes de induzir a o
estimulo nociceptivo) foi capaz de inibir de forma significante (p< 0,05) a hipernocicep¢do

mecanica plantar quando comparadas ao grupo controle. (Figura 23).
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Figura 23 - Efeito do pré-condicionamento com misturas de 6leos dmega 3, 6 e 9 sobre a
hipernocicep¢ao mecanica plantar induzida por PGE2
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Fonte: A autora

Todos os grupos receberam a injecdo intraplantar de PGE2 (400ng/ pata; via i. pl.). Agua (Controle, 1ml/animal,
v.0.; 1 vez ao dia, durante 7 dias antes da PGE2). MIX-1, MIX-2 e MIX-3, (na dose de 1,2 g/Kg de peso/dia; v.o,
1 vez ao dia, durante 7 dias consecutivos antes da PGE2). Dipirona (80mg/kg; v.o.; 45 min antes da PGE2). O
teste nociceptivo (hipernocicep¢do mecénica plantar- Von- Frey Eletrénico) foi realizado a cada 1 hora até a 5°
hora. Os dados representam a média do limiar de retirada da pata em gramas (intensidade da hipernocicep¢do) +
EPM de 6 animais por grupo. *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001 relacdo ao grupo controle (ANOVA, seguida de

Newman-Keuls).
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5 DISCUSSAO

Os nutrientes tém sido tradicionalmente vistos como um meio de se fornecer as
calorias bdsicas para a homeostase celular e os aminodcidos para a sintese de proteinas.
Porém, pacientes vitimas de trauma, pacientes submetidos a atos cirtirgicos ou em estado
grave possuem a homeostasia do organismo alterada havendo a busca constante de um estado
dinamico entre a resposta inflamatoria sist€émica e a resposta anti-inflamatéria compensatdria,
que tem por objetivo primario manuten¢do da homeostase e cicatrizacdo de lesdes. Exemplo
deste tipo de trauma, no qual ocorre resposta sist€émica, ¢ a AR. Segundo a OMS, as
condi¢des reumdticas sdo frequentemente progressivas e associadas com dor (PINTO, 2010).

Nos dias atuais, evidéncias sdlidas apoiam o conceito de que o aporte de nutrientes
com um foco especifico pode melhorar os resultados finais por modular a resposta imune e/ou
metabdlica (BRAGA et al., 1998; BRAGA et al., 1999). Dessa maneira, uma possivel op¢cao
de tratamento adjuvante da artrite pode vir a ser a utilizagdo dos nutracéuticos ou
farmaconutrientes. Estes estdao sendo aproveitados como modificadores da resposta bioldgica
exercendo acdes antioxidantes (AG ®-9), acOes anti-inflamatérias (AG ®-3) e acdes pro-
inflamatérias (AG ®-6). Para que haja uma funcdo anti-oxidante, a relagdo entre ®-9 e ®-6
deve ser maior que 1 (0-9/w-6 > 1) e para haver uma funcio anti-inflamatéria a relagdo entre
-6 e ®-3 deve ser menor que 4 (0-6 /©-3<4)(VASCONCELOS, 2013).

Por esse motivo, o estudo em torno desses nutrientes € crescente, tendo em vista os
inimeros relatos dos seus beneficios quando incluidos na dieta para proporcionar um pré-
condicionamento (NAKAMURA et al, 2005). Desse modo, para que haja o pré-
condicionamento € necessario que um organismo seja exposto propositalmente a um estimulo,
seja este nocivo ou nao, com o objetivo de alcangar o estabelecimento de maior tolerancia ou
protecdo contra uma situacao adversa subsequente (PINHEIRO, 2011).

Relatos na literatura vém sugerindo dois tipos de pré-condicionamento: o pré-
condicionamento isquémico (nocivo) e o nutracéutico (ndo nocivo). Exemplos comuns de pré-
condicionamento sdo: a vacinagdo e a pratica de atividade fisica (PINHEIRO, 2011). A
importancia do pré-condicionamento nutracéutico foi descrito em alguns trabalhos, como no
estudo de Abdukeyum, Owen e McLennan (2008) com o uso de dcidos graxos 6mega-3, no
qual os autores demonstraram limitacdo da lesdo cardiaca isquémica e infarto do miocardio
em coracdo de rato, de forma semelhante ao pré-condicionamento isquémico (estimulo
nocivo). Ja no estudo de Coelho et al. (2011), o pré-condicionamento com dacidos graxos

Omega-3 minimizou a isquemia e reperfusdo hepdtica em modelo experimental em rato.
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McGuinness et al. (2006) demonstraram que os dcidos graxos dmega-3 utilizados protegeram
o miocardio diminuindo o tamanho do infarto por dois possiveis mecanismos: elevacdo da
regulacdo de HSP-72 e aumento da presenca de 6mega 3 nas membranas miocardicas.

Devido aos beneficios do pré-condicionamento nutracéutico, um atual tipo de pré-
condicionamento, que vem ganhando destaque, utiliza uma mistura de 6leos dmega 3, 6 e 9.
Este tipo de suplementacdo vem evidenciando a importincia desses nutrientes a partir de
alguns estudos reportados, como no trabalho de Pinheiro et al., em 2011, no qual os autores
verificaram que tais misturas de 6leos protegeram os neurdnios cerebrais da lesdo de isquemia
e reperfusdo em ratos e no estudo de Vasconcelos , em 2013, que demonstrou reducdo das
caracteristicas da inflamacao cronica na periodontite experimental.

O presente estudo mostra pela primeira vez, a luz da literatura consultada, o efeito, por
via oral, do uso de misturas de 4cidos graxos -3, 6 e 9, ofertadas durante sete dias
consecutivos antes do estabelecimento do processo inflamatério (pré-condicionamento) em
modelo de artrite aguda experimental induzida por zymosan em ratos. Neste trabalho foram
executados indmeros experimentos para verificar os efeitos anti-inflamatérios e
antinociceptivos das misturas de 6leos (MIX-1, MIX-2 e MIX-3) no modelo de artrite
induzida por zymosan em ratos. Os testes empregados para examinar os efeitos
antinociceptivos das misturas foram: Incapacitagdo Articular pela indug¢do de artrite pelo
zymosan e os testes de hipernocicep¢ao mecanica plantar induzida pela carragenina e PGE2.

Esse protocolo de doses didrias consecutivas (pré-condicionamento) foi sugerido por
Saraiva (2009) tendo em vista que as doses orais Unicas ndo inibiram o edema de pata
induzido por carragenina. O primeiro teste realizado neste atual trabalho foi o teste da
incapacitacdo articular no joelho de ratos para avaliar o efeito antinociceptivo dos MIX-1,
MIX-2 e MIX-3. Este teste foi executado com objetivo de estudar a incapacidade do animal
de deambular normalmente, quando induzimos a artrite experimentalmente. Pode ser
mensurada através do tempo de suspencdo de pata (TPS) e considera-se o pico da
incapacitacdo o periodo equivalente entre a 3“ e 4" hora (TONUSSI; FERREIRA, 1992).
Quando foi realizado o pré-condicionamento com os MIX-1, MIX-2 e MIX-3 se verificou
que o tempo de suspensdo da pata foi inibido por todos os MIX (1, 2 e 3) e pela
Dexametasona, durante a 3" hora, quando comparado ao grupo Controle. Logo, podemos
concluir que, durante o pico da incapacitaggo articular (3" hora), os grupos condicionados com
as misturas de 6leos e o grupo da Dexametasona tiveram diferencas significantes na reversao
da incapacitacdo articular comprovando seus efeitos antinociceptivos. Neste teste, o MIX-2

proveniente de 6leo de peixe obteve o melhor resultado sendo andlogo ao da Dexametasona,
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que é um potente glicocorticbide com ac¢do anti-inflamatéria e imunossupressora. Os
resultados deste experimento estdo de acordo com o do trabalho de Oliveira (2013), que
realizou esse mesmo teste utilizando o pré-condicionamento com OPCC alcan¢ando inibi¢ao
da incapacitagdo articular em todos os grupos tradados com diferentes doses do OPCC.

O modelo de artrite induzida por zymosan em joelho de ratos € um modelo que induz a
sinovite grave local, envolvendo uma cascata de eventos celulares organizadas e cronolédgicas.
Caracteriza-se pelo aumento da permeabilidade, formacdo de edema, infiltracdo de células
mononucleares e producdo de eicosandides (ROCHA et al.,1999). Durante o processo
inflamatério, estudos revelaram que os neutrdfilos tém fungdo crucial na hiperalgesia
inflamatéria como demonstrado no trabalho de Cunha et al. (2008). Pode-se insinuar, entao,
que a utiliza¢do de drogas que bloqueiam a migracdo de neutréfilos para o foco inflamatério
provavelmente seria uma alternativa para o controle da dor, visto que tais células, também,
sdo potencialmente capazes de modificar o processo fundamental de certas doencas
inflamatérias induzindo a lesao dos tecidos (FERREIRA et al., 2009). Em 2003, Cunha et al.
comprovaram durante seus estudos que drogas que conseguem inibir a sintese ou que
antagonizam os receptores de leucotrieno B4 (LTB4) previnem o desenvolvimento da
hiperalgesia inflamatdria com caracteristicas de imunidade adaptativa (modelos de artrite),
além de inibirem efetivamente a migracdo de neutréfilos. Sabe-se que o LTB4 é um dos
mediadores responsdveis pela migracdo de neutréfilos para o foco inflamatério. A
importancia da presenca dos neutréfilos na resposta inflamatéria inata intensa ou na que
acompanha as respostas adaptativas (por exemplo, artrite) mostra a necessidade do
desenvolvimento de drogas de acdo imediata de curta duracdo (para ndo bloquear totalmente a
defesa imunoldgica inata) para o controle dos sintomas e das lesdes de varias doencas
cronicas de origem imune (FERREIRA et al., 2009).

No presente estudo, o pré-condicionamento com misturas omega 3, 6 e 9 foi
alcancado, com éxito, a inibi¢do da migracdo total de leucdcitos e diferencial, em especial os
neutréfilos, como também foi capaz de reduzir a atividade de mieloperoxidase no sitio da
lesdo. Presume-se que, em condi¢des inflamatoérias, o aumento do influxo de leucécitos
(neutréfilos) pode determinar o aumento da atividade de mieloperoxidase podendo ser
considerado um marcador indireto da infiltragao neutrofilica local (BRADLEY et al., 1982).
E, dessa maneira, isso pdde ser evidenciado no atual estudo pela inibicdo da MPO nos grupos
condicionados (MIX-1, MIX-2 e MIX-3). Logo, como ocorreu uma inibi¢ao da migracao de
neutrdfilos, acredita-se que, posteriormente, sucedeu o bloqueio da atividade de MPO. Os

resultados da migragdo e da atividade de MPO do pré-condicionamento com MIX-1, MIX-2 e
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MIX-3 tiveram diferencas estatisticas em relagdao ao grupo Controle e resultados semelhantes
a Dexametasona. Os glicocorticéides (Dexametasona) agem por diferentes mecanismos de
acdo e, dentre eles, a inibi¢do da expressao de citocinas pré-inflamatérias como o TNF-a e a
IL-1P e, também, através da inibi¢do da degranulacao mastocitaria. Esta protecdo € de grande
importancia no tratamento de diversos processos inflamatérios, incluindo os artriticos
(BAUGHMAN et al., 2003).

Com isso, foram comprovados com esses experimentos os efeitos anti-inflamatorios
dos MIX. Esses dados estdao a favor dos encontrados por Oliveira (2013), no qual realizou a
administracdo com diferentes doses didrias do OPCC antes de induzir a artrite por zymosan e
conseguiu perceber a inibi¢do de infiltracdo de leucdcitos, bem como a reducio da atividade
de MPO. Desde 1992, Magaro et al. mostraram a importancia da dieta rica em 6leo de peixe
na reducgdo progressiva da quimiluminescéncia dos neutréfilos em modelo de artrite induzida
por zymosan. O exposto acima também pode ser confirmado pelo trabalho de Nakamura et
al., no qual relata que a suplementacdo pré-operatéria com &acidos graxos Omega 3, em
pacientes submetidos a cirurgia para cancer, conseguiu minimizar a inflamacao e diminuir da
migracao de neutréfilos. Porém, no estudo de Vasconcelos (2013) que utilizou o mesmo pré-
condicionamento deste presente trabalho, com mistura de 6leos (MIX-1, MIX-2 e MIX-3) em
modelo de inflamacdo cronica na doencga periodontal em ratos, os 6leos ndao foram capazes de
inibir a migracdo de leucdcitos e, consequentemente, de prevenir o aumento da atividade da
enzima mieloperoxidade. Yang et al (2010) comprovaram que uma dieta alimentar com 6leo
de peixe em um modelo de choque hemorragico em roedores foi capaz de diminuir o edema
de pulmao.

Outro atributo negativo da inflamac¢do originada pela administragdo de zymosan na
articulacdo € a formacdo de edema (ROCHA et al.,1999). A génese do edema comega com o
aumento de permeabilidade local que acontece nos microvasos durante a inflamacdo. Estes
eventos sdo iniciados e mantidos através da liberacao sequencial de mediadores inflamatorios,
originados no plasma ou em células (MORAIS, 2008). Os elementos do presente estudo
demonstraram que a inje¢do intra-articular de zymosan (Img), induziu uma inflamacgao
caracteristica, com hipernocicepcdo, edema e aumento da permeabilidade vascular,
corroborando com os dados da literatura (ROCHA et al., 2003; KANASHIRO et al., 2009).

Constatou-se que o pré-condicionamento com a mistura de dleos (MIX-1, MIX-2 e
MIX-3), assim como a dexametasona foram capazes de prevenir o edema articular, ndo
alterando o diametro do joelho direito onde tinha sido induzida a artrite por zymosan quando

comparados com o grupo controle no qual o didmetro do joelho direito aumentou,
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consideravelmente, ao ser induzida a artrite. Esse resultado foi verificado, com diferencas
significantes, durante a 4* hora, porém na 5" hora, apenas a dexametasona alcancgou o efeito
desejado. Sugerindo, que os 6leos podem indicar uma a¢do antiedematogénica, tendo em vista
que a 4" hora ap6s a lesdo é considerada a hora onde ocorre o maior extravasamento de fluido
rico em proteinas para o liquido sinovial. O pré-condicionamento didrio com o MIX-1, MIX-2
e MIX-3 também foi capaz de reduzir a permeabilidade vascular, obtendo similaridade com a
dexametasona. Os resultados do atual estudo sugerem que a acdo dos 6leos se explica,
primeiramente, na inibi¢do da permeabilidade vascular e, por conseguinte, dificultando a
formacdo de edema evitando os efeitos deletérios da artrite. Os dados encontrados neste
estudo estdo de acordo com os resultados encontrados por Oliveira (2013), onde o
pesquisador, usando vdrias doses didrias de 6leos OPCC, demonstrou relevante efeito
antiedematogénico dos 6leos, capazes de prevenir o edema e permeabilidade vascular na
artrite induzida por zymosan.

Outros marcadores que merecem destaque na inflamacdo sdo o NF-kB e o iNOS. A
presenca destes no tecido sinovial € indicativa de resposta inflamatéria que ocorreram ou
estdo em curso. O NF-xB € considerado o fator de transcri¢do génica pro-inflamatério mais
potente, ja que este se liga a genes especificos no nicleo controlando a producgdo de citocinas
pro-inflamatorias, COX-2, a enzima iNOS, quimiocinas e outros genes importantes (GLEZER
et al., 2000). Logo, susbtincias ou drogas que conseguem inibir ou prevenir a translocacao do
NF-«xB para o nidcleo sdo consideradas anti-inflamatdrias. Nos estudos imunohistoquimicos
do presente trabalho foram feitas a marcacdo NF-Kb, no tecido sinovial, tanto nos grupos
(controle e teste) onde foi induzida a artrite por zymosan, como também no grupo Naive
(joelho contraposto ao do grupo controle, sauddvel e sem artrite). Os resultados deste presente
trabalho mostraram que as membranas sinoviais de animais do grupo Naive apresentaram
estrutura normal, com pouca presenca de infiltrado celular com uma leve imunoexpressao de
NF-kB. Enquanto no grupo Controle, percebeu-se um exuberante aspecto de infiltrado
inflamatério acompanhado de superexpressdo de NF-kB. O oposto ao grupo Controle foi
encontrado nos grupos (MIX-1, MIX-2 MIX-3) e no grupo da dexametasona, uma vez que,
esses grupos tiveram resultados similares, evidenciando diminuicdo do infiltrado inflamatério
como a reducdo da imunomarcacdo de NF-kB. No experimento exposto, foi demonstrada a
inibicdo da expressdo de NF-kB evidenciando seu efeito anti-inflamatério. Vasconcelos
(2013) utilizou os mesmo Oleos e realizou a imunomarcagao para o NF- kB e conseguiu
observar que, apenas, o MIX-1, proveniente da linhaga, foi capaz de reduzir a marcagdo desse

imunomarcador na gengiva dos ratos submetidos a DPE.
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Além disso, foi realizada novamente nesse presente trabalho outra imunomarcacio
com a isoforma induzida (iNOS), no tecido sinovial, tanto nos grupos (controle e teste) onde
foi induzida a artrite por zymosan, como também no grupo Naive (joelho contraposto ao do
grupo controle, sauddvel e sem artrite). A enzima iNOS € responsavel pela produgao de NO,
logo o bloqueio desta enzima iNOS resulta em prote¢do dos tecidos sinoviais evidenciando a
participacdo do NO na fisiopatologia dessa doenca (MONCADA et al.,1991). No presente
estudo, os resultados imunohistoquimicos para a marcagdo de iNOS revelaram dados
idénticos aos apresentados na marcacdo de NF-kB. Corroborando, mais uma vez, para o
efeito anti-inflamatério dos MIX-1, MIX-2 e MIX-3 similares ao da dexametasona, um
potente corticosterdide. Porém, Vaconcelos (2013) utilizou também a imunomarca¢do para
iNOS e observou que, apenas, o MIX-1, proveniente da linhaga, foi capaz de restringir a
marcacdo desse imunomarcador na gengiva dos ratos submetidos a DPE. Fouad et al.(1998) ja
haviam mostrado que o NF-kB € apontado como o fator transcricional mais relevante na
regulacdo da expressdo de de iNOS em determinadas situagdes. Logo, a menor expressao de
iNOS, observada nos tecidos sinoviais, pode estar relacionada a menor ativagao de NF-xB
onde foi comprovado no atual estudo. Ja no trabalho de Ren e Chung (2007), o 4cido a-
linolénico conseguiu ter um efeito anti-inflamatério, uma vez que diminui a producdo das
expressoes inflamatorias de iNOS, COX-2 e TNF-a através do bloqueio de NF-«kB. Yang et al
(2010) comprovaram que uma dieta pré-alimentar com o6leo de peixe, em um modelo de
choque hemorragico em roedores, conseguiu reduzir a expressio do mRNA de iNOS no
figado e diminuiu edema de pulmao. Além disso, Baek e Park (2013), fizeram um estudo
comprovando que a suplementacdo com 4cido graxos Omega 3 conseguem atenuar a
concentragdo de Inos em pacientes com ou sem depressao.

Os achados histopatolégicos do presente trabaho reforcam os achados macroscépicos,
uma vez que os MIX-1 e MIX-2 impediram a degradacdo da cdpsula articular, permitindo a
integridade e anatomia sadia preservada, obtendo diferencas significantes (p<0,05) em relagao
ao grupo Controle. No parametro Infiltrado celular (Quadro 3), nos escores obtidos, chegou-se
a conclusdo que apenas a dexametasona alcancou o resultado desejado ao comparar com o
grupo controle. Porém, na anélise das laminas histopatoldgicas verificou-se que ndo ha muita
diferenca entre os grupos pré-condicionados e a dexametasona. Em relagdo aos outros escores
histolégicos, ndo foram encontradas diferencas estatisticas entre os grupos Controle (com
artrite) e Naive (sem artrite), permanecendo inalterados. Nesse experimento, foi detectado o
significativo efeito protetor dos MIX-1 e MIX-2, provenientes da linhaga e do peixe, ao evitar

a perda da integridade da cédpsula. Vasconcelos (2013) fez estudos histopatolégicos com os
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mesmos 6leos (MIX-1, MIX-2 e MIX-3) na doenca periodontal experimental e percebeu que
apenas o MIX-1, proveniente da linhaca, reduziu de forma estatisticamente significante as
alteracdes histopatoldgicas preservando o processo alveolar e cemento das maxilas
submetidas a DPE.

Logo, a suplementacdo com linhaca (MIX-1) e peixes (MIX-2), em adultos, parece ser
benéfica a estrutura da cdpsula articular que estd bastante comprometida nas artropatias, em
especial a artrites. Zhao et al. (2007) descreveram que o efeito protetor do MIX-1 pode estar
associado a diminuicd@o na liberacdo de TNF-a , como consequéncia da suplementacao didria
com ALA (MIX-1). Reduzindo os efeitos sist€émicos do TNF-a tanto em humanos quanto em
animais (CAUGHEY et al., 1996). Outra importante qualidade dessa dieta rica em 4cidos
graxos 0mega-3 provenientes da linhaga, se deve ao fato, de diminuirem a liberacao de PGE2
(IWASAKI et al.,, 2011) que sdo mediadores finais importantes na hipernocicepcao
inflamatéria (VERRI et al., 2006).

Por meio da aplicacdo do modelo de artrite induzida por zymosan, foi ratificado que a
incapacitacdo articular causada nesse modelo estd associado a ativacdo de nociceptores
situados em estruturas periarticulares e ndo na sindvia. Foi demonstrado ainda, que o
desenvolvimento da incapacitacdo articular (hipernocicepcdo) se associou diretamente com a
migracdo de neutréfilos para a cavidade articular (ROCHA et al., 1999). Logo, para que o
mecanismo da hipernocicep¢ido fosse, totalmente, esclarecido foi executado os seguintes
testes: teste de hipernocicep¢do mecanica plantar induzida por carragenina e teste de
hipernocicep¢ao induzida PGE2 (mediador de acao direta).

Os trabalhos de Cunha et al. (1992) e Zarpelon et al. (2013) mostraram que a inibicao
da migracdo de células polimornucleares leva, por conseguinte, a inibicao da sequéncia de
liberacdo de mediadores da hipernocicep¢ao inflamatéria iniciados pelo TNF-a, responséaveis
pela liberacio de IL-IB e quimiocinas. Por sua vez, essa inibicdo de células
polimorfonucleares leva a diminugdo da liberagdo direta de mediadores, como prostaglandinas
(PGE2), que atuam diretamente no nociceptor, ou seja, sendo elementos importantes para a
producdo de hipernocicep¢cdo (CUNHA et al., 1992; ZARPELON et al., 2013). Eicosandides
(prostaglandinas e prostaciclinas) e TNF-a estdo envolvidos na génese da hipernocicepgao
articular do joelho (TONUSSI; FERREIRA, 1992; ROCHA et al., 1999). Os dados do
presente trabalho sugerem uma a¢do antinociceptiva dos MIX-1, MIX-2 e MIX-3 apenas para
o teste da hipernocicep¢do mecanica plantar por meio da carragenina. Isto se explica porque
quando induzimos a hipernocicep¢ao com a carragenina intraplantar na pata direita, este € um

estimulo semelhante ao zymosan, que ird induzir a cascata do processo inflamatério desde o
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inicio, ou seja, desde o recrutamento de neutréfilos até a liberacio de mediadores iniciais e
mediadores finais e conduzir a hiperalgesia inflamatéria. Em 1992, Cunha e colaboradores
demonstraram que a injecdo intraplantar de carragenina (estimulo inflamatério exégeno) em
ratos induz a liberacdo dessa cascata de citocinas inicializada pelo TNF-a.. A inducdo da
liberacao de IL-8 por TNF-a leva a hiperalgesia mediada por simpatomiméticos e a indugdo
de IL-1P e IL-6 por TNF-a leva a hiperalgesia mediada por produtos da ciclooxigenase.
Logo, na atual pesquisa, ja tinha sido verificado que o pré-condicionamento com os MIX (1, 2
e 3) inibiu a migracdo de neutréfilos para o local da lesdo no modelo de artrite induzido por
zymosan, consequentemente, € impediu a produ¢do de mediadores intermedidrios (IL-1,
TNF-a) e finais PGE2, reduzindo a hipernocicep¢ido inflamatéria conseguindo efeitos
desejdveis semelhante a dexametasona. Com isso, foi verificado com esse teste da
hipernocicep¢do plantar induzida por carragenina que o pré-condicionamento com Oleos
MIX-1, MIX-2 e MIX-3 inibiu a hipernocicep¢cao semelhante a Indometacina, farmaco anti-
inflamatdrio, corroborando, mais uma vez, e elucidando o efeito anti-inflamatério e
antinociceptivo dos mixes quando usados antes do processo inflamatdrio que se inicia desde o
inicio da cascata inflamatéria. Os resultados deste presente trabalho estdo de acordo dos
encontrados por Oliveira (2013), no qual o pré-condicionamento com o OPCC antes da
indu¢do do estimulo inflamatério pela carragenina foi capaz de prevenir a hipernocicep¢ao
mecanica plantar semelhante a Indometacina, fairmaco também usado para este teste.

No segundo teste, no qual foi induzida a hipernocicep¢ao mecanica plantar através da
PGE2. Os mediadores finais (PGE2) agem diretamente no nociceptor ativando receptores
presentes na membrana neuronal (CUNHA et al.,, 1992). Prostaglandinas e aminas
simpatomiméticas sdo exemplos de mediadores finais que, através de seus receptores, ativam
a sinaliza¢do intracelular como a via do AMPc e das proteinas quinases PKC e PKA (figura
1), os quais por sua vez promovem mos mecanismos de sensibiliza¢do periférica. A ativacdo
das PKC e PKA induzem a fosforilagio de canais i10nicos voltagem-dependentes na
membrana neuronal. Isso leva a uma alteragdo no potencial de repouso uma diminui¢dao do
limiar de ativagdao neuronal (figura 1). Os resultados desse teste no atual estudo ndo foram
satisfatorios, demonstrando, com isso, que o pré-condicionamento com os Oleos (MIX-1,
MIX-2 e MIX-3) ndo conseguem bloquear os efeitos da PGE2 e apenas a Dipirona, na 4°
hora, conseguiu bloquear a hipernocicepcdo plantar em curso induzida pela PGE2.
Demosntrando que quando administrada perifericamente, a Dipirona € capaz de bloquear

diretamente a hiperalgesia induzida por PGE2, da mesma forma que os opidides periféricos.
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Logo, a hipernocicep¢do induzida por PGE2 € independente da produgdo de outros
mediadores inflamatdrios ou o recrutamento de células, tais como neutréfilos (CUNHA et al.,
2008b,c). Para que o bloqueio indireto da hipernocicep¢ao induzida em curso por PGE2 possa
ser alcancada, faz-se a utilizacdo de analgésicos periféricos, como a dipirona, diclofenaco e
outras substancias (DUARTE et al., 1992).

Perante aos resultados estatisticamente significantes expostos, no presente estudo, a
importancia do pré-condicionamento nutracéutico, com misturas de éleos (MIX-1, MIX-2 e
MIX-3) foi constatada. Todas as trés misturas de 6leos contendo elevada relagdo entre acidos
graxos Omega-9/ dmega-6 e baixa relacio entre dcidos graxos 6mega-6/ dmega-3 exerceram,
com éxito, efeitos anti-inflamatérios e, indireto, efeito antinociceptivo. Magaro et al. (1992)
justificaram a agdo anti-inflamatéria dos acidos derivados de 6leo de peixe € , provavelmente,
devido a uma alteracdo que ocorre na composicao lipidica da membrana celular dependente
da esterificacdo de 4cido eicosapentaendico e docosahexaendico em fosfolipidios da
membrana celular. Com isso, essa modificacdo da composicao lipidica da membrana parece
ter efeitos benéficos sobre a fluidez, estrutura e a funcdo das mesmas. Sem falar, que os
eicosandides provenientes dos dcidos dmega-3 sdo menos potentes do que aqueles liberados
por dacidos Omega-6, além daqueles atenuarem o processo inflamatdrio, causando a
vasodilatacio prevenindo a formacdo de codgulos ajudando o processo anti-inflamatorio.

Essa pesquisa atual, comprovou a eficicia do pré-condicionamento realizado durante
7 dias antes da indugdo do trauma. Em relacdo ao tempo de pré-condicionamento, estes
resultados vém ao encontro daqueles reportados por Martindale, Mcclave e Mccarthy em
2013, em que fizeram alguns estudos mostrando efeitos benéficos da suplementacdo de
substancias como arginina, dcidos graxos essenciais e dcidos nucléicos em periodo de 5 a 7
dias antes do ato cirurgico, provocando diminui¢do de 30 a 50% nas taxas de complicacdes
posteriores.

Relatos de outros autores, somados aos achados no presente estudo, a respeito do uso
pré-condiconante de 4cidos graxos, revelaram ter estes nutrientes principios ativos anti-
inflamatérios, podendo potencialmente ser utilizados em inimeras doengas ou condig¢des
inflamatérias agudas. O fato destes Sleos terem sido efetivos como pré-condicionantes,
experimentalmente, abre novas oportunidades futuras de seu uso clinico ante a lesdes
inflamatorias agudas, tais como no trauma cirdrgico. Mais estudos sdo necessarios a fim de
validarem os presentes resultados, incluindo pesquisas para elucidacdo dos mecanismos anti-
inflamatérios envolvidos, e, no uso de misturas de 6leos com dcidos graxos dmega-9, seus

potenciais efeitos antioxidantes.
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6 CONCLUSAO

1. O pré-condicionamento nutracéutico com misturas de d6leos dmega-3, 6 e 9, contendo
elevada relagcdo entre dcidos graxos dmega-9/0mega-6 e baixa relacdo 6mega-6/6mega-3, com
fontes diversas de 6mega-3, tem efeito anti-inflamatdrio sobre o modelo de artrite induzida

por zymosan em ratos.

2. Os ¢leos pré-condicionantes 6mega-3, 6 e 9 conseguem reveter a incapacidade articular na
3 hora, inibem a migra¢do de leucdcitos para o local da lesdo, provocam uma significante
diminui¢do do edema, preservam a integridade da cédpsula articular e promovem a reducdo de

NF-«B e de iNOS em modelo de artrite induzida por zymosan.

3. O pré-condionamento com a mistura de 6leos impede a hipernocicep¢do mecanica plantar
evocada por carragenina, entretanto, ndo previne a hipernocicep¢ao inflamatéria evocada por
PGE2, evidenciando que seus efeitos antinociceptivos sdo indiretos e decorrentes dos seus

efeitos anti-inflamatorios.
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APENDICE A - Dados Brutos

Dados brutos do resultado da incapacitaco articular

H CONTROLE
1,/13,4] 9,7 9,7|11,4| 17,6 9,9] 7,5| 6,4 9,6

2,137,9/36,5|25,8|27,6| 16,5[26,6/10,1]17,2| 8,3]11,6(21,5
3,146,4/33,6(37,7[38,6] 23,1%39,6|22,9|27,7|36,8(24,8| 35,1
4

MIX 1 MIX 2 MIX 3 DEXA
13,7 42| 7,6| 6,6] 5,7/10,5[13,2| 8,7 7.9 6,1| 7,2| 6,0] 7,4/15,4/10,7] 6,5
9,6(27,0[23,2|32,9%24,6|12,2|24,516,7|18,4| 16,1 20,3 23,0/ 28,0/ 10,9/23,5/15,3| 11,1

13,2|30,8/18,8

52 7,7112,5 7,5 7.3

10,6| 9,3
33,2[17,7(14,3[14,3|27,0/14,1|26,6| 36,6/ 31,7|28,5|17,4{29,2| 29,2| 14,5[17,6[13,4|

134,8]140,5(30,7]20,4] 50,7(21,1]30,7/21,2[22,3]23,2|38,4{20,6]45,6]46,2] 21,428,1]15,5[25,639,5]12,5(23,2] 16,3]45,3[47,1] 13,2|35,2]23,8]22,1] 16,522,8
Dados brutos do resultado do infiltrado total de leucécitos
C Dexa MIX-1 MIX-2 MIX-3 N

37,00 9,40 16,15 14,50 28,95 0,05

33,80 18,40 13,65 37,30 16,50 0,15

31,05 13,55 11,95 27,40 15,35 0,10

29,95 14,50 25,65 18,75 10,00 0,10

30,65 10,35 15,70 21,00 25,50 0,00

34,65 5,90 13,40 30,40 13,45 0,00

Dados brutos do resultado da contagem diferencial do infiltrado de leucécitos
C MIX-1 MIX-2 MIX-3 Dexa
25,90 5,49 7,50 11,00 3,19
27,04 6,55 0,00 5,11 6,80
24,52 2,10 0,00 3,68 3,79
7,10 11,20 3,10 4,93
27,58 6,10 8,82 8,92 3,93
30,49 4,90 10,04 5,64 2,12
Dados brutos do resultado do edema articular (didmetro do joelho)
h CONTROLE MIX 1 MIX 2 MIX 3 DEXA
0, 8,51 [ 836|811 |850)833]|821|821 836839781 868|801 |804|835| 886 |866|800|802|778]| 814 | 881 [928 7,90 |826]8,69|823 |86l [812]3809]879
1,1 8,51 (8,36 | 8,11 |850]833]|821 (821 [836]839]781 868|801 |804]|835| 886 [866800]802]|778 [ 814 | 881 |9.28 790 [826] 8,69 |823]|8,61|8,12 809|879
2. 1n12{ 11581126 12.05] 11.5112.18]10.00] 1057 11.55] 9.98 [ 10.66] 9.98 | 9.83 [ 9.45 [ 8.26 [ 8.72 | 8.97 [10.36]10.56| 11.15 [12.02*]10.90[1021] 9.55 [ 9.11 [ 9.92 [ 8.73 [ 9.01 [ 9.86 [ 9.41
3,]11,84110,94(10,95[11,05[12,70| 11,67 [12,05[10,22|11,16] 9,24 |10,27| 9,86 [11,06] 9,70 | 10,34 [10,51| 9,96 [ 11,86] 10,59 11,20 | 12,37 | 11,22]|11,05|10,09|10,24]10.47|10,87] 10,46 | 10,65 [ 10,27
4,[13,21[11,38]12,75]13,39|13,56| 11,96|12,10| 11,98 12,14 10,27 | 11,53 (10,72 12,38 10,05 | 10,23 |10,95]|10,89]10,22 (10,61 | 11,93 | 11,35 [11,53[11,58[11,65]10,11]10,42|10,62 9,11 [10,38]10,46
5,]13,6812,33[12,01(13,40{12,80|12,72|13,36[11,81|13,05]|11,51]10,45]10,79[11,55|11,07]13,69* [12,70[11,90]12,97 | 11,76 [12,20* | 11,15 | 11,99]|11,82|11,10{10,82]10,77]10,34] 9,29 | 10,81 [10,50
Dados brutos do resultado da permeabilidade vascular (extravasamento de azul de evans)

Naive C Mix1 Mix2 Mix3 Dexa
0,000382282 0,004700597* 0,001827981 0,002950519 0,003580018* 0,000555191
0,000327316 0,003580623 0,001091329* 0,001661117* 0,001164691 0,00076546
0,000329381 0,002957747 0,002977659 0,002027499 0,00134366 0,002133482
0,000316954 0,003059089 0,001662718 0,002426546 0,000820679 0,000716839
0,000325677 0,003495319 0,002753508 0,003151088 0,000559007* 0,000756809
0,000450307 0,003430945 0,00268971 0,002804714 0,00106633 0,000918914

Dados brutos do resultado da hipernocicep¢do mecanica plantar induzida por Carragenina

Horas Controle Mix 1 Mix 2 Mix 3 Indometacina
1, [00]00[00]00][53]|74]00] 29 0,0[0,0[0,0[0,0] 4,6 |7,5%[0,0] 5,7* | 3,5 1,1 | 1,9 |0,0] 1,7 | 3,1 [ 0,2 |5,6%[0,2[ 3.3 |0,0]0,0]7,7%[9,0%
2, [04]1,3]3,2]0,0%[103[10,5]0,0] 0,0 [0,2[0,0[0,0[0,0] 1,1 [5,9%[0,0] 50 [6,4%0,1|1,9[32[11,9]5,5[11,7]13,0{2,0{ 2,4 |0.4]0,4] 7,1 | 6,5
3, [63[0,0%3,3]04]103]4,0]50[155%[2,1]4,6]2,6]9,7]12,8]10,6|7,2| 17,9%|11,0] 4,6 |16,0(3,2]10,1]15,5[10,7|17,0/0,0| 5.4 [0,0[0,2]13,3] 3.4
4, [20,8]12,9]16,4] 8,0 [17,8(21,9]16,1] 10,6 [0,0(4,2]7,7[5,2] 3,9 |11,5]0,0] 14,4 |16,4[11,3] 0,0 [0,0[12,2] 7,8 [12,3] 9,8 [3,3[11,1|4,2]5,1]12,2[10,5
5, [15,7]14,9]11,2]16,0{30,4]18.4] 8,6 | 5,6 [7,8/0,0[1,9]9,2] 3.9] 9,5 [0,0] 9.2 [11,3[ 4,1 | 9.4 [59[11,5]10,1]11,8]11,0{0,0] 4,5 |0,0]0,6]12,5] 8,8

Dados brutos do resultado da hipernocicep¢do mecanica plantar induzida por PGE2

h Controle Dipirona Mix1 Mix2 Mix3

2, 42 |61 59 |7,1(28.1]109] 7,7 [7,5]5.1[103]5,1] 93 | 7,0 [3.4[3.1]5.4] 6,5 | 1,6 [10,9[24,5]19,8]14,6] 1.4] 1,4 | 6,8 [12,7]12,7] 5,9 7.8 [ 9.1

3, 24,1 |14,2] 14,4 [26,2]14,827,6] 20,1 | 6,1 [15,0] 4,6 |13,1]24,9% 20,5 |18,1]21,8]15,2[10,6%|17,2]23,3|32,6]18,8[11,7[20,3]15,1]13,3]19,4]19,4]24,8[15,9]18,6
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Ea

25,5 16,0|15,9*(27,3(31,5|27,8|21,3*|13,4|11,6|17,5[12,6] 19,5 |15,4*(21,4|18,2|18,1| 21,5 |18,5|33,3|33,9|21,5[22,1|15,2]|16,2|18,4|35,5|24,3|31,5[22,7|30,9
,116,3%|20,4/ 26,0 128,4|23,8|22,2] 16,2 |15,9(13,0{ 8,3 ]18,9] 22,9 | 23,0 [20,3]19,4{17,3| 17,6 |19,1|30,4{34,9|28,9|18,9(15,3[12,7]16,6/25,0{30,5|35,4|21,1{38,4

[

Dados brutos do resultado da atividade de mieloperoxidase (MPO)

71353,540000 3,289000
35676,770000 2,714000

17838,380000 1,356000
8919,192000 0,556000

4459,596000 0,271000
2229,798000 0,152000

1114,899000 0,075000
557,449500 0,036000

278,724800 0,020000

0,000000
0,126000
0,132000
0,043000
0,031000
0,000000

2,357000
2,993000
1,320000
0,000000
2,741000
1,489000

1,643000
1,553000
1,128000
2,715000
1,987000
2,025000

0,939000
1,530000
2,665000
1,097000
1,878000
2,041000

1,554000
1,636000
1,796000
0,723000
1,664000
1,287000

1,141000
1,786000
1,387000
0,914000
1,010000
1,324000




ANEXO A- Termo de Aprovacio do Comité de Etica

Universidade Federal do Ceara
Comissfio de Etica em Pasquisa Animal = CEPA
Rua: Coronal Muneas de Mela, 1127 Rodolfo Tadfila
Cep: 60430-070 Fortaleza-CE
Tel: (85) 3366.8331 Fax: (B5) 3366.8333

DECLARACAO o

Declaramos que o protocolo para uso de animais em expermentacan
n® 50/11, sobre o projeto intitulado: “PRE-CONDICIONAMENTO ENTERAL
COM MIX DE OLEOS DE OMEGA3, 6 E 9 NA RESPOSTA INFLAMATORIA
EM RATOS", de responsabiidade de BEATRIZ TORRES DE MELO
CAVALCANTE, esta de acordo com os Principios Eticos na Experimentagéo
Animal adotados pelo Colégio Brasileine de Experimentagio Animal (COBEA).

Declaramos ainda gue o referido projeto foi aprovado pela Comissaon
de Etica em Pesquisa Animal — CEPA — em reunido realizada em 07 de
dezembro de 2011. -

Fortaleza, 12 de dezembro de 2011,

MNunes de Alencar

Coordenadora da Comiss&o Etica em Pesquisa Animal — CEPA
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