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RESUMO

JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS: Diversos estudos
tém demonstrado os efeitos benéficos dos acidos graxos
omega-3 a satde: no metabolismo lipidico, promovendo
redugdo nos niveis plasmaticos dos triacilgliceréis, au-
mento de HDL colesterol e, acdo anti-inflamatéria ao re-
duzir a sintese de derivados do acido araquidonico: pros-
taglandina E2 (PGE2), tromboxano A2 (TXA2), prosta-
ciclina (PGI2) e leucotrieno B4. Portanto, héa de se supor
que a suplementacdo com dacidos graxos EPA e DHA
(®-3), pode atenuar os efeitos do processo inflamatorio a
partir da diminui¢do da sintese dos eicosanoides, assim
como a utilizacao indiscriminada dos anti-inflamatorios.
O presente estudo teve como objetivo comparar o efei-
to analgésico e anti-inflamatorio, entre a suplementagao
dietética com acido graxo 6mega-3 (®-3) e tenoxicam
em ratos.

METODO: Participaram do estudo 18 ratos Wistar ma-
chos, pesando entre 220 e 300 g, distribuidos em trés
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grupos (n = 6): Grupo controle (GC), Grupo tenoxicam
(GT) e o Grupo 6mega-3 (GO) para receberem respecti-
vamente 0,2 mL de solug@o fisiologica, 1 mg.kg'.dia' de
tenoxicam e 200 mg.kg'.dia"' de acido graxo dmega-3
diariamente, por gavagem. Ap6s duas semanas de trata-
mento, foi realizado o teste da formalina ¢ observacao
da resposta nociceptiva, ja que a segunda fase do teste se
atribui liberacdo de mediadores endogenos locais, que
geram resposta inflamatoria local, responsavel pela sen-
sibilizacdo de aferentes primarios e de neuronios medu-
lares subsequente a ativagdo de nociceptores. A analise
estatistica dos resultados obtidos foi realizada utilizando
o programa JMP do SAS, adotando o nivel de signifi-
cancia de 5%.

RESULTADOS: Os grupos tenoxicam e dmega-3 nao
apresentaram diferengas estatisticamente significantes
quando comparados entre si nas fases do teste da formali-
na modificado. Nao obstante, apresentaram menor respos-
ta algica, com significancia estatistica, na segunda fase do
teste da formalina quando comparados com o GC.
CONCLUSAO: Os resultados demonstraram efeito
anti-inflamatorio comparavel entre o emprego de te-
noxicam e a suplementagdo dietética com acido graxo
omega-3, sugerindo que o uso da suplementacao dietéti-
ca com acido graxo 6mega-3 podera ser de grande valia,
principalmente nos processos cronicos, onde o emprego
de anti-inflamatorios ndo esteroides se relaciona a maior
morbidade principalmente no sistema digestivo e renal.
Descritores: Dor, Inflamacao, Omega—3, Ratos.

SUMMARY

BACKGROUND AND OBJECTIVES: Several stu-
dies have shown the beneficial effects of Omega-3 fat-
ty acids on health: on the lipid metabolism promoting
plasma triglycerol levels decrease, increase in HDL
cholesterol and anti-inflammatory action by decreasing
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arachidonic acid derivatives synthesis: prostaglandin E2
(PGE3), tromboxane A2 (TXAZ2), prostacyclin (PGI2)
and leukotriene B4. So, it is supposed that supplementa-
tion with EPA and DHA (w-3) fatty acids may attenuate
inflammatory process effects by decreasing eiocosanoi-
ds synthesis as well as the indiscriminate use of anti-
-inflammatory drugs. This study aimed at comparing the
analgesic / anti-inflammatory effect of dietary supple-
mentation with omega-3 fatty acid (®-3) and tenoxicam
in rats.

METHOD: Participated in this study 18 male Wistar rats,
weighing between 220 and 300 g, distributed in 3 groups
(n = 6): Control group (CG), tenoxicam group (TG) and
Omega group (OG), to receive, respectively 0.2 mL sa-
line, 1 mgkg'.day"' tenoxicam and 200 mg.kg'.day’
omega-3 fatty acid per day by gavage. Formalin test was
performed after two weeks of treatment and nociceptive
response was observed, since release of local endogenous
mediators is attributed to the second phase, which genera-
tes local inflammatory response, responsible for the sensi-
tization of primary afferents and of medullar neurons sub-
sequent to the activation of nociceptors. Statistical analy-
sis of results was performed with the SAS JMP program,
adopting significance level of 5%.

RESULTS: Tenoxicam and omega-3 groups were not
statistically different when compared in the modified
formalin test phase. However, they showed less painful
response, with statistical significance, in the second for-
malin test phase as compared to CG.

CONCLUSION: Results have shown comparable an-
ti-inflammatory effect between tenoxicam and dietary
supplementation with omega-3 fatty acid, suggesting
that dietary supplementation with omega-3 fatty acid
may be very useful, especially for chronic processes
where the use of non-steroid anti-inflammatory drugs is
associated to higher morbidity especially of the digesti-
ve and renal systems.

Keywords: Inflammation, Omega-3, Pain, Rats.

INTRODUGAO

A utilizagdo de anti-inflamatérios de maneira indiscri-
minada pela populag@o ¢ uma realidade, principalmen-
te em paises de baixa renda onde a populagdo ndo tem
acesso facilitado aos servi¢os de saude!. Muitos destes
farmacos apresentam efeitos adversos como gastropatias
e nefropatias, além de apresentarem a¢ao imunossupres-
sora e, portanto, a sua utilizagdo por tempo prolongado
e/ou em doses elevadas, pode provocar diminui¢do das
respostas imunologicas e suas consequéncias a saude?.
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Os acidos graxos poli-insaturados sdo classificados, de
acordo com a localizagdo da primeira dupla ligacdo, a
partir do grupo metil terminal da molécula, em 6mega-3
(®-3), 6mega-6 (w-6), 6mega-7 (w-7) e dOmega-9 (®»-9).
Os acidos graxos poli-insaturados; acido linoleico (w-6)
e acido a-linolénico (®-3), quando metabolizados for-
mam outros poli-insaturados como acido araquidoénico,
acido eicosapentaenodico (EPA), e acido docosahexae-
noico (DHA; ®-3) respectivamente. Os mamiferos sao
capazes de sintetizar os acidos graxos saturados das
séries ®-7 ¢ -9, mas ndo podem sintetizar os AGPI
linoleico (®-6) e a-linolénico (®-3), com isso sdo con-
siderados acidos graxos essenciais, devendo assim ser
provenientes da dieta®. As principais fontes alimentares
do 4acido linoleico sdo: os 6leos de soja, girassol e milho,
e do acido a-linolénico sdo: os 6leos de linhaga, canola
e peixes**.

Diversos estudos tém demonstrado os efeitos benéficos
do ®-3 a saude: no metabolismo lipidico, causando re-
dugdo nos niveis plasmaticos dos triglicerideos, coleste-
rol total e LDL, ago vasodilatadora e possivel acdo na
prevengdo e/ou tratamento do cancer (mama, prostata e
colon), depressao e mal de Alzheimer, além de redugao
da incidéncia de aterosclerose, atividade anti-inflama-
toria, anticoagulante e antiagregante. Os acidos graxos
Omega-3 sdo também indispensaveis para os recém-
-nascidos, por representarem um terco da estrutura de
lipideos no cérebro, onde a caréncias destas substancias
podem ocasionar redugdo da producao de enzimas rela-
cionadas as fungdes do aprendizado®S. Além disso, estu-
dos desenvolvidos tanto em humanos quanto em animais
tém revelado uma associagdo negativa entre a ingestao
de AGMI e AGPI e a incidéncia de doengas cardiovas-
culares’®. Por outro lado, estudos revelam que o consu-
mo excessivo de 6leos ricos em acido linoleico (®-6) ou
acidos graxos saturados ndo ¢ recomendavel, por apre-
sentarem efeitos pro-inflamatérios, pro-tromboticos e
pro-aterogénicos”!?. Nao obstante, os acidos graxos -3
possuem também agdo anti-inflamatdria, ao reduzir a
sintese de derivados do acido araquidonico: prostaglan-
dina E2 (PGE2), tromboxano A2 (TXA2), prostaciclina
(PGI2) e leucotrieno B4 (LTB4)".

Portanto, ha de se supor que a suplementagdo com aci-
dos graxos EPA e DHA (®-3), pode atenuar os efeitos do
processo inflamatorio, a partir da diminuigdo da sintese
dos eicosanoides, assim como a utiliza¢do indiscrimina-
da dos anti-inflamatorios.

Diante do exposto, o objetivo deste estudo foi identifi-
car e comparar o efeito analgésico-anti-inflamatério da
suplementacdo dietética com acidos graxos Omega-3
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(EPA/DHA) e tenoxicam em ratos Wistar machos, adul-
tos jovens utilizando o teste da formalina modificado.

METODO

Apos aprovagio pelo Comité de Etica para Experimenta-
¢do Animal da Instituicao (Processo n® 014/2009), reali-
zou-se este estudo com 18 ratos Wistar machos, pesando
entre 220 e 300 g, mantidos em numero de trés animais
por compartimento, onde permaneceram, por pelo menos
20 dias antes do inicio do experimento, para adequada
adaptagdo, tratados com racao balanceada comercial e
agua “ad libitum”, ciclo claro-escuro de 12 horas e tem-
peratura ambiente variando de 22 + 3° C (19 a 25° C).

Os animais foram distribuidos em trés grupos (n = 6),
sendo o primeiro o grupo controle (GC), o segundo gru-
po tenoxicam (GT) e o terceiro grupo 6mega-3 (GO). Os
animais do GC receberam 0,2 mL de solugao fisioldgica
diariamente, por gavagem. Os animais do GT recebe-
ram 1 mgkg'.dia’' de tenoxicam, diluido em solugdo
fisiologica administrado por gavagem com seringa de
insulina em volume equivalente a 0,2 mL. Os animais
do GO receberam suplementagdo de 200 mg.kg!.dia! de
acidos graxos poli-insaturados (AGPI) -3 (EPA: 180,0
mg/g e DHA: 120,0 mg/g), administrado por gavagem
com seringa de insulina em volume equivalente a 0,2
mL. Os tratamentos foram realizados uma Unica vez ao
dia, durante 20 dias'>!*. Antes da realizacdo do teste da
formalina, os animais foram individualmente colocados,
por 15 minutos, em uma camara de vidro de 25 x 25 x
25 c¢m, para ambientalizac@o ao local de estudo. Atras da
camara foi colocado um espelho, para facilitar a visua-
lizagdo das elevagdes de patas, em todas as dire¢des!?.
A indugéo da dor foi realizada com administragao de 50
uL de solugdo de formalina a 2%, na regido dorsal da
pata posterior direita'®. Para analise da resposta algica a
injecdo de formalina foram consideradas todas as eleva-
cOes da pata, ndo relacionadas a marcha. A contagem foi
realizada continuamente durante 60 minutos, anotando o
numero parcial de elevacdes a cada 5 minutos. A respos-
ta nociceptiva a formalina ocorre de maneira bifésica:
ha um curto periodo inicial (fase I, com duragdo de 5
a 10 minutos); posteriormente, apos um curto periodo
de remissao de comportamentos, inicia-se a fase II, que
consiste em um periodo mais longo (20 a 60 minutos)
de atividade sustentada. Em geral, a resposta inicial ¢
atribuida a ativagdo direta de nociceptores, enquanto
a fase II esta associada a liberacdo de mediadores en-
dogenos locais, que geram resposta inflamatoria local,
responsavel pela sensibilizagdo de aferentes primarios e

de neurdnios medulares, subsequente a ativagao de no-
ciceptores'*16,

Para analise estatistica dos resultados utilizou-se o sof-
tware SPSS (Statistical Package for Social Sciences),
versdo 17.0, adotando nivel de significancia estatistica
menor que 5% (p < 0,05).

RESULTADOS

Para comparag@o das variaveis peso e numero de eleva-
¢oOes da pata durante as fases I, intermediaria e I entre
os trés grupos, aplicou-se o teste de Kruskal-Wallis e ao
encontrar diferencas (p = 0,025), foi aplicado o teste de
Mann-Whitney, para identificar quais grupos se diferen-
ciaram entre si. Ndo houve diferenga entre os grupos
quando se comparou o peso inicial, fase I e fase interme-
diaria do teste da formalina (p > 0,05). Porém houve di-
ferenca significante entre os grupos quando se comparou
o0 peso dos animais ao final do estudo (Tabela 1 e Grafico
1) e a fase II do teste da formalina (p < 0,05).

Tabela 1 — Média dos pesos ao inicio e ao término do experimento

Grupos Peso inicial DP Peso final DP
GC 384,0 41,54 423,01 32,16
GT 389,8 11,97  461,83* 26,09
GO 411,0 22,10 435,16 13,64
Valor de p 0,2463 0,0484

GC = grupo controle; GT = grupo tenoxicam; GO = grupo 6mega-3
* Diferenca estatisticamente significante.
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Grafico 1 — Médias e desvio-padrao do peso dos animais, nos grupos,
ao final de tratamento.

GC = grupo controle; GT = grupo tenoxicam; GO = grupo dmega-3
* Diferenca estatisticamente significante (p = 0,0004).

Para verificar possiveis diferengas entre as trés fases de
observacdo, quando comparadas concomitantemente,
foi aplicado o teste de Friedman. Como se encontrou di-
ferencas estatisticamente significantes entre as trés fases
de observagao (p < 0,05), foi aplicado o teste dos Postos
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Sinalizados de Wilcoxon, obtendo como resultado que
nos trés grupos estudados, a fase intermediaria se dife-
renciou das outras duas (p < 0,05), que se apresentaram
estatisticamente semelhantes (p > 0,05).

Para a fase II, como foi encontrada uma diferenca es-
tatisticamente significante entre os grupos, aplicou-se
o teste de Mann-Whitney, para identificar quais grupos
diferenciam-se entre si, quando comparados par a par,
encontrando diferenca significante entre o GC (p < 0,05)
quando comparado com o GO e o GT, sendo que estes
ndo se mostraram diferentes (Grafico 2).
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Grafico 2 — Médias e desvio-padrao do ntimero de elevagdes da pata,
nos grupos, durante a fase I do teste da formalina.

GC = grupo controle; GT = grupo tenoxicam; GO = grupo 6mega-3
* Diferenga estatisticamente significante (p = 0,0484).

DISCUSSAO

Ao analisar as médias dos pesos obtidos, pode-se obser-
var que o GT apresentou maior aumento de peso com
um ganho médio final de 72,03 g, uma diferenca estatis-
ticamente significante quando comparado com os outros
grupos, seguido pelo GC que obteve ganho de 39,01 g.
Ja o GO apresentou menor ganho de peso com uma mé-
dia de 24,16 g.

Uma possivel explicagdo para esta diferenga € que o teno-
xicam, um anti-inflamatério ndo esteroide (AINE), pode
acarretar retengdo de sodio e agua, resultando em ganho
de peso. Sabe-se que alguns dos efeitos colaterais do uso
de AINES sdo nefropatias e alteragdes cardiovasculares,
documentados em grandes estudos clinicos prospectivos
e observacionais, os quais apontaram riscos cardiovascu-
lares com elevag@o da pressao arterial e insuficiéncia car-
diaca, devido a inibi¢do na formag¢ao de PGs alterando as
trocas de sodio e agua ao nivel tubular renal'’.

A suplementacdo com acidos graxos 0mega-3 (Tabela 1)
nao provocou variagdes significativas de ganho de peso
nos animais deste grupo, em concordancia com os acha-
dos em outros autores'>'®.
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Analisando a fase intermediaria do teste da formalina ob-
servou-se diferenca considerada estatisticamente signifi-
cante em comparagdo com as outras duas fases que foram
estatisticamente semelhantes em todos os grupos, con-
forme esperado. Essa caracterizagdo de comportamentos
presentes nas fases fazendo com que se diferenciem entre
si também sdo descritas por outros autores!*!>%,

Nao obstante, nota-se que o GO mostrou eficacia com-
paravel ao GT em produzir analgesia durante a fase II,
caracterizada pela sensibilizag@o central e/ou inflamagao
aguda, pois apresentou menor média quanto ao nume-
ro de elevagoes da pata, diferenca esta, estatisticamente
significativa em comparagdo ao GC.

Em concordancia com outros estudos, ficou demonstra-
do que o teste de formalina é um método eficaz, valido
e fidedigno quanto a observagdo bifasica no processo
da dor, evidenciando ativagao de nociceptores na fase I,
modulagdo central na fase intermediaria e resposta infla-
matoria na fase 112!,

CONCLUSAO

Ao se observar a eficacia anti-inflamatdria do acido gra-
x0 O0mega-3, comparavel com o GT € superior ao GC,
com significancia estatistica, sugerindo que a suple-
mentagdo com acido graxo 6mega-3 pode ser de valiosa
utilidade principalmente na abordagem de doengas que
exijam tratamento cronico com anti-inflamatorios.
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